e.g. 



Abstract (Basic): ^417563 ^ ^ ^ 0 £ t8 of thes e (55 

or 75 kD-SDS PAGE) , in homogeneous form, and their salts are new. DNA 
sequences (I) encoding TNF-BPs, and derived ammo acid sequences are 
alTel in the specification. (I) consists of a sequence encoding a 
K£Sp and a sequence encoding all domains except the first domain, of 
the human Ig having chain constant region (IgG, IgA, IgM, IgE, esp. 
IgM, igt type 1 or 3). TNF-BP can be prepared by culturing hosts e 
mammalian or insect cells, transformed with a vector containing (I), 
and isolating and purifying the product. 

USE/ ADVANTAGE - TNF-BP is used in a therapeutic product, and as 
an antigen for the production of mono- and polyclonal antibodies. 

^ an example^pecif ic TNF-binding capacity at various concns. 
measured in a filter test: Kd = 10 power(-9)-10 power(-lO) M. <M26pp 
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© TNF-btndende Protelne. 

© Die voriiegende Dfindung belrifft nichtiSsliche Proteine sowie ISsliche oder nichtldsliche Fragmente davon, 
die TNF binden. in homogener Form, sowie deren physilogisch vertrSglichen Salze. insbesondere solche 
Proteine mit einem Molekulargewicht von etwa 55 oder 75 kD (nichlreduzierende SDS-PAGE-Bedingungen), 
Verfahren zur Isolierung solcher Proteinen AntikSrper gegen solche Proteine, DNA-Sequenzen. die fOr nichtifisli- 
che Proteine sowie losliche oder nichtlosliche Fragmente davon, die TNF binden, kodieren, wie solche. die fUr 
Proteine kodieren, die zum einen Teil aus einem loslichen Fragment das TNF bindet und zum anderen Teil aus 
alien DomSnen ausser der ersten der konstanten Region der schweren Kette humaner Immunglobuiine bestehen 
und die davon kodierten rekombinanten Proteine wie Verfahren zur deren Herstellung mittels transformierter pro- 
wie eukaryotischer Wirtszellen. 



Xerox Oopy Centre 



EP 0 417 5B3 A2 



TNF-BINDENDE PROTEINE 



Tumor Nekrosis Faktor a (TNFa, auch Cachectin). auf Grund seiner haemorragisch-nekrotisierenden 
Wirkung auf bestimmte Tumoren entdeckt, und Lymphotoxin sind zwei nahe verwandte Peptidfakto- 
ren [3] aus der Klasse der Lymphokine/Cytokine. die im folgenden beide als TNF bezeichnet werden [siehe 
Uebersichtsarbeiten 2 und 3]. TNF verfQgt Ober ein breites zellulSres Wirkungsspektrum. Beispielsweise 

5 besitzt TNF inhibierende Oder cytotoxische Wirkung auf efne Reihe von Tumorzelliinien [2,3], stimuiiert die 
Proliferation von Fibroblasten und die phagozytierende/cytotoxische Aktivitfit von myeloischen Zellen 
[4.5,6], tnduziert AdhSsionsmolekUle in Endothelzellen oder Obt elne inhibierende Wirkung auf Endothel aus 
[7A9.10], inhibiert die Synthase von spezifischen Enzymen In Adipozyten [11] und induziert die Expression 
von Histokompabbilitatsantigenen [12]. Manche dieser TNF-Wirkungen werden Ober eine Induktion von 

to. anderen Faktoren oder durch synergistische Effekte-mit anderen Faktoren, wie beispielsweise Interferonen 
Oder interteukinen erzielt [13-16], 

TNF 1st bei einer Reihe von Pathologischen ZustSnden, beispielsweise Schockzustanden bei 
Meningococcen-Sepsis [17], bei der Entwicklung von Autoimmun-Glomerulortephritis bei MSusen [18] oder 
bei cerebraler Malaria bei MSusen [19] und beim Menschen [41] involviert. Ganz allgemein scheinen die 

75 toxischen Wirkungen von Endotoxin durch TNF vermittelt zu sein [20]. Weiterhin kann TNF wie lnterleukin-1 
Fieber auslosen [39]. Auf Grund der pleiotropen funktionelien Bgenschaften von TNF kann man atwehmen, 
dass TNF in Wechselwirkung mit anderen CytoWnen bei einer ganzen Reihe weiterer pathologischer 
ZustSnde als Mediator von Immunantwort, Entzundung oder anderen Prozessen beteiligt ist. 

Diese biologischen Effekte werden durch TNF Ober spezifische Rezeptoren vermittelt, wobei nach 

20 heutigem Wissensstand sowohl TNFa wie TNF0 an die gleichen Rezeptoren binden [21], Verschiedene 
Zelltype^i unterscheiden sich in der Aruahl von TNF-Rezeptoren [22,23,24]. Solche ganz allgemein 
gesprochen TNF-bindenden Proteine fTNF-BP) wurden durch kovalente Bindung an radioaktiv markiertes 
TNF nachgewiesen [24-29], wobei die fol enden scheinbaren Molekulargewichte der erhaltenen TNF/TNF- 
BP-Komplexe ermittelt wurden: 95/100 kD und 75 kD [24], 95 kD und 75 kD [25], 138 kD, 90 kD, 75 kD und 

25 54 kD.[26]. 100*5 kD [27], 97 kD und 70 kD [28] und 145 kD [29]. Mitteis anti-TNF-Antikorper- 
Immunoaffinitatschromatographie und praparativer SDS-Po!yacrylamidgeIe!ektrophorese (SDS-PAGE) konn- 
te ein solcher TNF/TNF-BP-KompIex isoliert werden [27]. Die reduktive Spaitung dieses Kompiexes und 
anschliessende SDS-PAGE-Analyse ergab mehrere Banden, die allerdings nicht auf TNF-Bindeaktivitat 
getestet wurden. Da die spezifischen Bedingungen. die zu der Spaitung des Kompiexes verwendet werden 

30 mOssen, zur tnaktivierung des Bindeproteins fuhren [31], ist letzteres auch nicht mfiglich gewesen. Die 
Anreicherung von ISslichen TNF-BP aus dem humanen Serum oder Urin mitteis lonenaustauscher- 
* Chromatographie und Gelfiltration (Molekulargewichte im Bereich von 50 kD) wurde von Olsson et al. 
beschrieben [30]. 

Brockhaus et al. [32] erhielten durch TNFa-Ugandenaffinitatschromatographie und HPLC aus Membran- 
es extrakten von HL60-Zellen eine angereicherte TNF-BP-Praparation, die wiederum als Antigenpraparalion zur 
Herstellung von monoklonalen Antiktfrpern gegen TNF-BP verwendet wurde. Unter Verwendung eines 
solchen immobilisierten Antikorpers (Immunafflnitatschromatographle). wurde mitteis TNFa-Ligandenaffini- 
tatschromatographie und HPLC von Loetscher und Brockhaus [31] aus einem Extrakt von humaner Placenta 
eine angereicherte Preparation von TNF-BP erhalten. die in der SDS-PAGE-Analyse eine starke breite 
40 Bande bei 35 kD. eine schwache Bands bei etwa 40 kD und eine sehr schwache Bande im Bereich 
zwtschen* 55 kD*und 60 kD r ergab. Im Obrigen zeigte' das- Gel im- Bereich von 33 kD bis* 40 kD : einen 
Proteinhintergrundschmier. Die Bedeutung der so erhaltenen Proteinbanden war jedoch im Hinbiick auf die 
Heterogenic des verwendeten Ausgangsmaterials (Placenta-Gewebe; vereinigtes Material aus mehreren 
Placenten) nicht klar. 

45 Gegenstand der voriiegenden Erfindung sind nichtiosliche Proteinen dJi. beispielsweise Membranprotei- 
ne bzw. sogenannte Rezeptoren. und Idsliche Oder nichtlSsliche Fragmente davon, die TNF binden (TNF- 
BP), in homogener Form, sowie deren Physiologisch vertrSgfiche Saize. Bevorzugt sind solche Proteine, die 
gemiss SDS-PAGE unter nicht reduzierenden Bedingungen durch scheinbare Molekulargewichte von etwa 
55 kD. 51 kD, 38 kD, 36 kD und 34 kD bzw. 75 kD und 65 kD charakterisiert sind, Insbesonders solche mit 

so etwa 55 kD und 75 kD. Weiterhin bevorzugt sind solche Proteine, die durch wenlgstens eine der folgenden 
AminosSureteilsequenzen gekennzeichnet sind: 

(IA) Leu-Val-Pro-His-Lsu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-A^ 
X-Asn-Ser-lle 

(IB) Ser-Thr-Pro-Glu-Lys-GIu^ly-Glu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys 

(IIA) Ser-Gln-Leu-Glu-Thr-PrchGlu-Thr-Leu-Leu-Gly-Ser-Thr-Glu-Glu-Lys-Pro-Leu 
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to 



is 



20 



25 



30 



35* 



40 



45 



60 



55 



(IIE) iie-X-Pro-GlyPhe-Gly-Val-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu 

(IIF) Leu-Cys-Ala-Pro 

15 SSSS^ wobei x wr e,nen Am,nosSurerest " hl der 

nichteindeutig bestimmt werden kc*rrte N . ter minale Teilsequenz charakterisiert worden 

lm Stand der Technik sind.bere.te ™J^^^ Zi wobei sich diese Sequenz von der 

fographie und/oder ein- Oder mehrfache SfS™JSSSXI» (SOS-PAGE). Die Kombina- 
Somatographie (HPLC) und prSparat, 7£S2nS!^!S!X«^ ist ,Ur den *' 
tion der aus dam Stand der Techmk betannten ^ ne ^™ ? m « en der 2U |osenden Aufgabe 
erfindungsgemSssen Verfahrens «^"J*J^ ^sprtng.ich fOr die Anreicherung von TNF- 
modifizlert und verbessert wurden. So fj^^ 

BP aus humaner Placenta [31] 7^^^ n 'S,^r^pharose 4B-Vorsau1e verwendet wur- 
nitatschromatographie-Schrm dadurch ^^J™™™,^ in Reihe mitder Immunaffinitats- 
6e. Diese Vorsaule wurde zum Auftrag des Zefr des Extraktes wurden die beiden 

saule und gefoigt von der Ugandena nrta tesauie ^ T^BP^en Fraktionen wurden 

zu.etztgenannten Sau.en -^toWPg^^ fOr die During des 

nochmals Ober eme Lgandenaff.nrtatssaule gere.ni s w hattigen L6sun gsmittelgemisches. 

Umkehrphasen-HPLC-Schrittes ist d,e *r"**SE hTe Ze Slen von Saugerze.len. aus denen 
Femer 1st auch ein technisches Verfahren zum Erzieier ' £j , ches verfahren zeichnet 

Oder nichtlosliche Fragmente davon die TNF ^t^^^g^ davon. die TNF 
(a) DNA-Sequenzen. wie sie in Figur 1 oder Figur 4 oargeswiu 

kodieren. MnH.mn nieht nur allelische Varlanten. sondern auch solche 

Das heisst. dass von %£Z^£J^ und Additionen von einem Oder 

DNA-Sequenzen umfasst smd d,e s.ch d ^™^ U uen2en er geben, wobei es sich bei den davon 
mehreren Nukieotfden der in Figur 1 »^. 4 ^g^JJS^ * sich durch eine so.che Deietion 
kodterten Proteinen nach w,e vor urn ™^ BP ^fJj^Shrieben. 

ergibt ist beispielswejse in ^^SJS'^S ™ * s0,cheS Pm ^ "* "S T 
Bevorzugt sind einmal solche DNA-Seque mi <J =" ^bM^a , dargestellte Sequenz besonders 
Moiekulargewicht von etwa 55 i W ' 

bevorzugt ist wie Sequenzen. d.e Wr nichtlSsli chew» ,0 ^° J£ Protein-Fragment kodiert. reicht von 
Bne DN^Sequenz. die beispielswe^e ,Ur ^^ s ^ 6 n f^.^ e nzen die fur .Ssliche Protein- 
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enthalten bevorzugt sind. Besonders bevorzugte DNA-Sequenzen sind in diesem Fall die Sequenzen des 
offenen Leserasters von Nukleotid 2 bis 1 177. Die Peptide HA. IIC. HE. IIF. HQ ond IIH werden von der 

Klm'lJ a - U9nZ R9Uf 4 k0diert " Wbei die SeringfDgigen Abweichungen der experimentell 
besbmmten Amrnosauresequeruen von der von der cDNA abgelelteten Sequenz mlt hfichster Wahrschein- 
Ochke.t auf der genngeren Auftesung der Gasphasen-Sequenzierung beruhen. Bevorzugt sind auch DNA- 

™ : ? ™ 6 ~1T ! 5SliChe Fraflmente VOn ™™"*>"*»n Proteinen mlt einem sTheinba- 

Z ^? 9 ??* T * FT k ° k0tferen - DNA - Set l u ^n far solche ISslichen Fragmente kSnnen 
auf Grund der Hydrophil.eprofile der von den fur solche nichtlSsDchen TNF-BP kodierenden Nuklelnsaur* 
sequenzen abgeleiteten AminosSuresequenzen besfmmt werden. "uraeinsaure- 

,^^^"5^^ ^ e,Wn 0NA - Set ' uen2e ". He elne Kombination aus zwe! Tell-DNA-Sequanzen 
SSTi^^^ i^^ *? "**• * SMien Ra9mente wn " ,ch «^licnen Proteinen. die TNF 
E£^£«? h d ' e ™*«™*- »' ««* Oomanen ausser der ersten DomSne der 

konstanten Region der schweren Kette von humanen Immunglobulinen. wie IgG. IgA. IgM bzw. IgE. kodiert 
ae vo^egende Bfindung betrifft naturiich auch die von so.chen DM-iewLT^Ztn retombt 

STL^ST f gt T^ M fi S ' nd d8b9i S0 ' Ch9 Proteine um,asst - deren Aminosauresequen- 
£\S ™ J ! 5 fleae,t9r Muta 9 enese - Amlnosauren so ausgetauscht worden sind. dass dadurch 

2 122 „ c B 2[ ^ Fra9mente " l * nfch dfe Bindu "9 von ™ F oder * Wechselwirkung 
m.t anderen an der SignalObertragung beteiligten Membrankomponenten. In einer gewOnschten Art verSn- 

12 -S 9r f * » ,T? ea ^'"^^"stausche in Proteinen und Peptiden. die im allgemeinen die 
Aktmtet solcher MolekOle went verSndem. sind im Stand der Technik bekannt und beispielsweise- von H. 

"i" . ~ 17,6 Pr0teinS " < Academic P™". New York. 1979. siehe besonders Figur 6. Seite 
I, ^ eSC . ne 6 am hSufi 9 sten vorkommenden Austausche sind: Ala/Ser. Val/lle. Asp/Glu Thr/Ser 
Ala-Gly. Ala/Thr. Ser/Asn. Ala-Val. Ser/Gly. Tyr/Phe. Ala/Pro. Lys/Arg. Asp/Asn. Leu/lle. Leu/Val. Ala/Glu' 
Asp/Gly. sowe solche in umgekehrter Weise. Die vorliegende Erfindung betrifft femer Vektoren. die 
ertndungsgemasse DNA-Sequenzen enthalten und zur Transformation von geeigneten pro- wie eukaryoti- 
schen Wirtssystemen geeignet sind. wobei solche Vektoren bevorzugt sind. deren Verwendung zur 
Express™ der von den erfindungsgemassen DNA-Sequenzen kodierten Proteine fOhrt. Schliesslich betrifft 
tfe vorl.egende Erfindung auch noch mil solchen Vektoren transformierte Pro- wie eukaryotJsche Wirtssy- 
steme. w,e Verfahren zur Herstellung von erfindungsgemassen rekombinanten Verbindungen durch Kurtivie- 

^LTZ JTT Und anschliessende ,solie ™9 dieser Verbindungen aus den Wirtssystemen 

selbst Oder deren KuIturQberstanden. 

* r vo ; ,ieflenden Erfindu "0 sind Pharmazeutische PrSparate. die wenigstens eines 
d.eser TNF-BP oder Fragmente davon. gewQnschtenfalls In Verbindung mit weiteren pharmazeutisch 
os SET SubStanZen Und/0der nichMoxi ^hen. inerten. therapeuUsch vertraglichen Tragermaterialien 
. Die vorliegende Erfindung betrifft schliesslich die Verwendung solcher TNF-BP einerseits zur Herstel- 

TJ?27^o™%*** b2W - andererseits 2ur Behandlun9 von Krankheiten - ^ in 

Ausgangsmaterial fur die erfindungsgemassen TNF-BP sind ganz allgemein Zellen. die solche TNF-BP 
<o in membrangebundener Form enthalten und die dem Fachmann ohne Beschrankungen allgemein zugang- 
kfih amd. wie be.sp,elswelse HL60- [ATCC Nr. CCL 240]. U 937- [ATCC Nr. CRL 1593]. SW 480- [ATCC Nr 

ZSiX^S^ [ATCC C Nr - CCL 231 Di6Se Ze " en k6nnen " ach b *"* n Methoden des 
Standes der Techmk [40] oder zum Eraeten hoher Zelldichten nach dem berelts allgemein und Im Detail fUr 

AK . £ L S? ?? S ^.l?^^^.y^^ toW ^««ntoi- TNF-BP konnen dann nach bekannten 
! ^ e "? S 8 der TeCh " ik h,ittels fleeter Detergenzien. beispielsweise Triton X-114. 1-O-n- 
?? rt^if d J° Cty,9lUC0Sid) ' 0der 3 ^^'y | a m idopropylhlimethylammonlo>1-propan sulfo- 

nat (CHAPS), far ^besonderen mlttels Triton X-100. aus den aus dem Medium abzentrifugierten und 
gewaschenen Zellen extrahiert werden. Zum Nachweis snlcher TNF-BP kSnnen die ObOcherweise verwen- 

« ?^™ C prj Sme hOden r ,0r TNF - BP ' be'spielsweise eine Polyathylenglykol-induzierte FSIIung des 
Z , , I BP " Kom P ,exes W lm besonderen Filterbindungstests mit radioaktiv markiertem TNF gemSss 
Betspiel 1. verv/endet werden. Zur Gewinnung der erfindungsgemissen TNF-BP kfinnen die generell zur 
Reimgung von Proteinen, Insbesondere von Membranproteinen. verwendeten Methoden des Standes der 
?£nc W n!^ SP 6iSe ,onena "stausch-Chromatographie. Gelfittration. Affinitatechromatographie HPLC 

~ ^p.^ w l V tT" det Wrden - t*™™^ Methoden zur Herstellung erfindungsgemSsser 

ss TNF-BP sind Affinrtatschromatographie. insbesondere mH TNF-a als an die Festphase gebundenen Ug^ 
den und mmunaffin.tatschromatographie. HPLC und SDS-PAGE. Die Bution von mittels SDS-PAGE 
aufgetrennten TNF-BP Banden kann nach bekannten Methoden der Proteinchemie erfolgen. beispielsweise 
m,ttels Elektroelufon nach Hunkapiller et al. [34]. wobei nach heutigem Stand des Wssens die dort 
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angegebenen Elektro-Diaiysezeiten generell zu verdoppeln sind. Danach noch verbleibende Spuren von 
SDS konnen dann gemSss Bosserhoff et af. [50] entfemt warden. 

Die so gereinlgten TNF-BP k5nnen mitteis der im Stand der Technik bekannten Methoden der 
Peptidchemie, wie beispielsweise N-terminale Aminosauresequenzierung Oder enzymatische wie chemische 
Peptidspaltung charaklerisiert werden. Durch enzymatische oder chemische Spaltung erhaltene Fragmente 
kSnnen nach gSngigen Methoden, wie beispielsweise HPLC, aufgetrennt und selbst wieder N-termina! 
sequenziert werden. Solche Fragmente. die selbst noch TNF binden, kfinnen mitteis der obengenannten 
Nachweismethoden fOr TNF-BP identifiziert werden und sind ebenfalls Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung. 

Ausgehend von der so erhShfichen Aminosfiuresequenzinformation oder den In Figur 1 wie Rgur 4 
dargesteltten DNA- wie AminosSuresequenzen kSnnen unter Beachtung der Degeneration des genetischen 
Codes nach im Stand der Technik bekannten Methoden geeignete Oligonukleotide hergesteilt werden [51 J. 
Mitteis dieser konnen dann wiederum nach bekannten Methoden der Molekularbioiogie [42.43] cDNA- oder 
genomische DNA-Banken nach Klonen, die fQr TNF-BP Kodierende Nukleinsauresequenzen enthalten. 
abgesucht werden. Ausserdem kCnnen mitteis der Polymerase-Kettenreaktion (PGR) [49] cDNA-Fragmente 
kloniert werden, indem von zwei auseinanderliegenden, relativ kurzen Abschnltten der AmlnosSuresequenz 
unter Beachtung des genetischen Codes voIlstSndig degenerierte und in ihrer KomplementaritSt geeignete 
Oligonucleotide als "Primer" eingesetzt werden, wodurch das zwischen diesen beiden Sequenzen liegende 
Fragment amplifiziert und identifiziert werden kann. Die Bestimmung der Nukleotidsequenz eines derartigen 
Fragmentes ermoglicht eine unabhangige Bestimmung der Aminosaure-Sequenz des Proteinfragmeflfs. fOr 
das es kodiert Die mitteis der PCR erhSttlichen cDNA-Fragmente k8nnen ebenfalls. wie bereits (Or die 
Oligonukleotide selbst beschrieben, nach bekannten Methoden zum Aufsuchen von fOr TNF-BP kodierende 
Nukleinsauresequenzen entha/tenden Klonen aus cDNA- bzw. genomische DNA-Banken verwendet werden. 
Solche Nukleinsauresequenzen k6nnen dann nach bekannten Methoden sequenziert werden [42]. Aufgrund 
der so fcfestimmten wie der fQr besfrnmte Rezeptoren bereits bekannten Sequenzen kOnnen solche 
Teilsequenzen. die fur losiiche TNF-BP-Fragmente kodieren. bestimmt und mitteis bekannter Methoden aus 
der Gesamtsequenz herausgeschnitten werden [42]. 

Die gesamte Sequenz oder solche Teilsequenzen kSnnen dann mitteis bekannter Methoden in im Stand 
der Technik beschriebene Vektoren zu deren Vervielfaltigung wie Expression In Prokaryoten integriert 
werden [42], Geeignete Prokaryotische Wirtsorganismen stellen beispielsweise gram-negative wie gram- 
Positive Bakterien. wie beispielsweise E. coli StSmme. wie E. coli HB 101 [ATCC Nr. 33 694] oder E. coli 
W31 10 [ATCC Nr. 27 325] oder B. subtilis StSmme dan 

Wetterhin konnen erfindungsgemasse Nukleinsauresequenzen, die fur TNF-BP sowie fOr TNF-BP- 
Fragmente kodieren, in geeignete Vektoren zur Vermehrung wie Expression in eukaryotischen Wirtszellen. 
;wie beispielsweise Hefe. Insekten- und SSugerzellen, mitteis bekannter Methoden integriert werden. 
^Expression soteher Sequenzen erfolgt bevorzugt in SSuger- wie Insektenzellen. 

En typischer Expressionsvektor fur Saugerzelten enthStt ein effizientes Promotoreiement. urn eine gute 
Transkriptionsrate zu erzielen. die zu exprimierende DNA-Sequenz und Signale fur eine effiziente Termina- 
tion und Polyadenylierung des Transkripts. Wertere Elemente, die verwendet werden k6nnen, sind 
"Enhancer", welche zu nochmals verstarkter Transkription fQhren und Sequenzen. welche z.B. eine langere 
Halbwertszeit der mRNA bewirken k5nnen. Zur Expression von Nukleinsauresequenzen. denen das endo- 
gene fur ein Signalpeptid kodierende Sequenzstuck fehlt. konnen Vektoren verwendet werden. die solche 
geeignete Sequenzen, die fUr Signalpeptide von anderen bekannten Proteinen kodieren, enthalten. Siehe 
beispielsweise.der von Cullen, B.R. in Cell 46,, 973-982 (19B6) beschriebene Vektor pU268 oder auch bei 
Sharma, S. et al. in "Current Communications In Molecular Biology", edt by Getting. M.J., Cold Spnng 
Harbor Lab. (1985), Seften 73-78. 

Die meisten Vektoren, die fur eine transient© Expression etner bestimmten DNA-Sequenz in SSugerzel- 
len verwendet werden. enthalten den Repttkationsursprung des SV40 Virus. In Zellen. die das T-Antigen des 
Virus exprimieren. (z.B. COS-Zellen). werden diese Vektoren stark vermehrt. Eine vorCbergehende Expres- 
sion ist eber nicht auf COS-Zellen beschr§nkt. tm Prinzip kann jede transfektierbare SSugerzelliinie hierfOr 
verwendet werden. Signale, die eine Starke Transkription bewirken k6nnen, sind z.B. die frilhen und spSten 
Promotoren von SV40. der Promoter and Enhancer des "major Immediate-early" Gens des HCMV 
(humaner Cytomegalovirus), die LTRs ("long terminal repeats") von Retroviren, wie beispielsweise RSV ( 
Hiv und MMTV. Es kSnnen aber auch Signale von zellulSren Genen, wie z,B. die Promotoren des Aktin- 
55 und Collagenase-Gens, verwendet werden. 

Altemativ konnen aber auch stabile Zelllinien. die die spezifische DNA-Sequenz im Genom 
(Chromosom) integriert haben. erhalten werden. Hierzu wird die DNA-Sequenz zusammen mit einem 
selekterbaren Marker. z.B. Neomycin. Hygromycin, Dihydrofolat-Reduktase (dhfr) oder Hypoxanthln- 



10 



rs 



20 



25 



30" 



35 



40 



45 



SO 



5 



EP 0417563 A2 



GuanirvPhosphoribosyftransferase (hgpt) kotransfektiert Die stabil ins Chromosom eingebaute DNA-Se- 
quenz kann auch noch stark vermehrt werden. Ein goeigneter Selektionsmarfcer hierfQr ist beispielsweise 
die Dihydrofolat-Reduktase (dhfr). SSugerzellen (z.B. CHO-Zellen), welche kein intaktes dhfr-Gen entbaften, 
werden hierbei nach erfolgter Transfektion mit steigenden Mengen von Methotrexat inkubiert Auf diese 
s Weise konnen Zelllinlen erhatten werden. welche mehr ats tausend Kopien der gewUnschten DNA-Sequenz 
enthalten. 

SSugerzellen, welche fOr die Expression verwendet werden konnen, sind z.B. Zellen der menschtichen 
Zeniinien Hela [ATCC CCL2] und 293 [ATCC CRL 1573], sowie 3T3- [ATCC CCL 163] und L-Zetlen, z.B. 
[ATCC CCL 149], (CHOhZellen [ATCC CCL 61]. BHK [ATCC CCL 10hZellen sowie die CV 1 [ATCC CCL 

to 701- und die COS-Zelliinien [ATCC CRL 1 650, CRL 1 651 ]. 

Geeignete Expressionsvektoren umfassen beispielsweise Vektoren wie pBC12MI [ATCC 67 109], 
pSV2dhfr [ATCC 37 146], pSVL [Pharmacia, Uppsala. Sweden], pRSVCat [ATCC 37 152] und pMSG 
[Pharmacia,- Uppsala, Sweden].* Besonder bevorzugte Vektoren sind die in Beispiel 9 verwendeten-Vektoren 
"pK19" und "pN123\ Dfese kSnnen aus den mit ihnen transformierten E. coli-StSmmen HBl0l(pKl9) und 

is HB101{pN123) nach bekannten Methoden Isoliert werden [42]. Diese E. coli-Stamme wurden am 26. Januar 
1990 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM) in Braunschweig, 
BRD unter DSM 5761 fUr HB101(pK19) und DMS 5764 fOr HB101(pN123) hinterlegt. Zur Expression der 
Proteine, die aus einem lo'slichen Fragment von nichtiSsiichen TNF-BP und einem Immunglobulinanteit. d.h. 
alien DomSnen ausser der ersten der konstanten Region der schweren Kette, bestehen, eigjien sich 

20 besonders pSV2 abgeleitete Vektoren wie beispielsweise von German, C. in "DNA Cloning* [Vol. IL.Vdt von 
Glover, D.M., IRL Press, Oxford, 1985] beschrieben. Besonders bevorzugte Vektoren sind die bei der 
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zetlkulturen GmbH (DSM) in Braunschweig. BRD hinter- 
tegten und in der Europaischen Patentanmeldung Nr. 90107393.2 genau beschriebenen Vektoren pCD4-Hu 
(DSM 5315). pCD4-H 7 l (DSM 5314) und pCD4-H 7 3 (DSM 5523). Besagte EuropSische Patentschrift wie die 

25 in Beisptel 1 1 angegebenen aquivalenten Anmeldungen enthalten auch Angaben bezOglich der weiteren 
Verwendung dieser Vektoren zur Expression von chimgren Proteinen (siehe auch Beispiel 11) wie zur 
Konstruktion von Vektoren fur die Expression von solchen chimSren Proteinen mit anderen Immunglobulin- 
anteilen*. 

Die Art und Weise wie die Zellen transfektiert werden hangt vom gewShtten Expressions- und 

30 Vektorsystem ab. Sne Uebersicht uber diese Methoden findet man z.B. bei Pollard et al., "DNA Transfor- 
mation of Mammalian Cells" in "Methods in Molecular Biology* [Nucleic Acids Vol. 2, 1984, Walker, J.M., 
ed. Humana, Clifton, New Jersey]. Weitere Methoden findet man bei Chen und Okayama ["High-Efficiency 
Transformation of Mammalian Cells by Plasmid DNA", Molecular and Cell Biology 7 f 2745-2752, 1987] und 
bei Feigner [Feigner et al.. "Lipofectin: A highly efficient, lipid-mediated DNA-transfection procedure", Proc. 

35 # Nat Acad. Sci. USA 84 , 7413-7417. 1987]. 

Zur Expression in Insektenzellen kann das Baculovirus-Expressions-System, welches schon fUr die 
Expression einer Reihe von Proteinen erfolgreich eingesetzt worden ist (fUr eine Uebersicht siehe Luckow 
and Summers, Biotechnology 6 , 47-55. 1988). verwendet werden. Rekombinante Proteine konnen 
authentisch Oder als FusionsproTeine hergestellt werden. Die so hergestellten Proteine kfinnen auch 

40 modifiziert wie beispielsweise giykosytiert (Smith et al.. Proc. Nat Acad. Sci. USA 82 . 8404-8408. 1987) 
sein. Fur die Herstellung eines rekombinanten Baculovirus, der das gewUnschte Protein exprimiert, 
verwendet man einen sogenannten "Transfervektor". Hierunter versteht man ein Plasmid, welches die 
heterbioge DNA-Sequenz unter der Kontrolle eines starken Promoters, z.B. dem des Polyhedringens. 
enthilt wobei diese auf berden Seiten von viralen Sequenzen umgeben ist. Besonders bevorzugte-Vektoren 

4$ sind die in Beispie! 10 verwendeten Vektoren "pN113", "pN119" und "pN124\ Diese kSnnen aus den mit 
ihnen transformierten E. coii-Stammen HB101(pN113). HBl01(pN119) und HBl01(pNl24) nach bekannten 
Methoden isoliert werden [42]. Diese E. coli-Stamme wurden am 26. Januar 1990 bei der Deutschen 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM) in Braunschweig, 3RD, unter DSM 5762 fur 
HB10l(pN1l3). DSM 5763 fUr HBl01(pN119) und DSM 5765 fOr HB10l(pN124) hinterlegt. Der Transfervek- 

50 tor wird dann zusammen mit DNA des Wildtyp-Baculovirus in die Insektenzellen transfektiert. Die in den 
Zelien durch homologe Rekombination entstehenden rekombinanten Viren konnen dann nach bekannten 
Methoden fdentrfiziert und isoliert werden. Eine Uebersicht Gber das Baculovirus-Expressionssystem und 
der dabei verwendeten Methoden findet man bei Luckow und Summers [52]. 

Exprimierte TNF-BP wie ihre nichtioslichen oder ISslichen Fragmente k6nnen dann nach im Stand der 

55 Technfk bekannten Methoden der Proteinchemie, wie beispielsweise den bereits auf Seiten 5-6 beschriebe- 
nen Verfahrens aus der Zellmasse Oder den KulturUberstSnden gereinigt werden. 

Die erfindungsgemSss erhaltenen TNF-BP k6nnen auch aJs Antigene zur Erzeugung von poly- und 
monoklonalen AntikSrpem nach bekannten Methoden der Technik [44.45] oder gemSss dem in Beispiel 3 
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beschriebenen Verfahren verwendet werden. Solche AntikSrper. insbesondere monoklonale Antikfirper 
gegen die 75 kD-TNF-BP-Spezies. sind ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Solche gegen 
die 75 kD TNF-BP gerichtete AntikSrper kfinnen durch dem Fachmann gelSufige Modifikationen des in den 
Beispielen 4-6 im Detail beschriebenen Reinigungsverfahrens zur Isolierung von TNF-BP eingesetzt werden. 

s Auf Grund der hohen Bindungsaffinitat erfindungsgemSsser TNF-BP flir TNF (K<rWerte in den Gr6s- 
senordnungen von 10~* - 1" 10 M) k6nnen diese oder Fragmente davon als Diagnostika zum Nachweis von 
TNF in Serum oder anderen KSrperflUssigkeiten nach im Stand der Technik bekannten Methoden. 
beispielsweise in Festphasenbindungstests Oder in Verbindung mit Anti-TNF-BP-Antikorpem in sogenannten 
•Sandwich"-Tests t eingesetzt werden. 

io Im Ubrigen kdnnen erfindungsgemSsse TNF-BP einersefts zur Reinigung von TNF und andererseits 
zum Auffinden von TNF-Agonisten sowie TNF-Antagonisten nach im Stand der Technik bekannten Verfah- 
ren verwendet werden. 

Die erfindungsgemSssen TNF-BP sowie deren physiologisch vertrSgliche §alze. die nach im Stand der 
Technik bekannten Methoden hergestellt werden kdnnen, kSnnen auch zur Herstellung von pharmazeuti- 

f5 schen PrSparaten, vor allem solchen zur Behandlung von Krankheiten. bei deren Verlauf TNF involviert ist, 
verwendet werden. Dazu kann eine Oder mehrere der genannten Verbindungen, falls wUnschenswert bzw. 
erforderlich in Verbindung mit anderen pharmazeutisch aktiven Substanzen, mit den Gblicherweise verwen- 
deten festen oder flussigen TrSgermaterialien in bekannter Weise verarbeitet werden. Die Dosierung soicher 
PrSparate kann unter BerOcksichtigung der Ublichen Krrterien in Analogie zu bereits verwendeten PrSpara- 

20 ten Shnlicher Aktivitat und Struktur erfolgen. 

Nachdem die Erfindung vorstehend allgemein beschrieben worden ist, solien die folgenden Beispiele 
Bnzeiheiten der Erfindung veranschaulichen. ohne dass diese dadurch in irgendeiner Weise eingeschrankt 
wird. 

25 > 

Beispiel 1 



30 Nachweis von TNF-bindenden Proteinen 

Die TNF-BP wurden in einem Filtertest mit humanem radio-jodiertem 12S l-TNF nachgewiesen. TNF 
(46.47) wurde .mit Na ,2S I (IMS40, Amersham. Amersham, England) und iodo-Gen (#28600, Pierce 
Eurochemie. Oud-Betjerland. Niederlande) nach Fraker und Speck [48] radioaktiv makiert Zum Nachweis 

35 jJer TNF-BP wurden isolierte Membranen der Zellen oder ihre solubitisierten, angereicherten und gereinig- 
ten Fraktionen auf angefeuchtete Nitrocellulose-Filter (0.45 u, BioRad. Richmond. California, USA) aufgetra- 
gen. Die Filter wurden dann in Pufferlosung mit 1% entfettetem Milchpurver blocta'ert und anschltessend mit 
5* 10 s cpm/ml 125 l-TNFa (0.3-1 .0*10 8 cpm/ug) in zwei AnsStzen mit und ohne Beigabe von 5ug/m! nicht- 
markiertem TNFa inkubiert. gewaschen und luftgetrocknet Die gebundene RadioaktivitSt wurde autoradio- 

40 graphisch semiquantitativ nachgewiesen oder in einem r-Counter gezShlt. Die spezifische 125 l-TNF-a- 
Bindung wurde nach Korrektur fur unspezifische Bindung in Anwesenheit von unmarkiertem TNF-a im 
Ueberschuss ermittelt. Die spezifische TNF-Bindung im Fittertest wurde bei verschiedenen TNF-Konzentra- 
tionenjgemessen und nach Scatchard analysiert [33], wobei ein K^Wert von -10^-1 0" ,0 M ermittelt wurde. 

45 

Beispiel 2 



so Zellextrakte von HL-60-Zellen 

HL60 Zellen [ATCC-Nr. CCL 240] wurden in experimenteilem Labormasstab In einem RPM! 1640- 
Medium [GIBCOKatalog Nr. 074-01800], das noch 2 g/I NaHCOs und 5% fStales KSIberserum enthielt, in 
einer 5% CCfe-Atmosph^re kultivtert und anschliessend zentrifugiert. 
55 Zum Erzielen hoher Zelldichten in technischem Masstab wurde folgendermassen verfahren. Die 
Zuchtung wurde in einem 75 I Airliftfenmenter (Fa. Chemap. Schweiz) mit 58 I Arbeitsvolumen durchgefGhrt. 
Hierfur wurde das Kassettenmembransystem "PROSTAK" (Millipore. Schweiz) mit einer Membranflache 
von 0.32 m 2 (1 Kassette) in den ausseren Zirkulationskreislauf integriert. Das Kuiturmedium (stehe Tabelle 
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1) wurde mit einer Watson-Marlow Pumpen TYP 603U, mit 5 l/min. umgepumpt Nach einer Dampf sterilisa- 
tion der Anlagen wobei das "PROSTAK" System im Autoklaven separat sterilisiert wurde, wurde die 
Fermentation mit wachsenden HL-60 Zellen aus einem 20 I Airiiftfermenter (Chemap) gestartet Die 
ZellzCichtung im Impffermenter erfolgte im konventionellen Batchverfahren in dem Medium gemSss Tabelle 

s 1 und einem Startzeiititer von 2x10 s Zelten/ml. Nach 4 Tagen wurde der HL60 Ansatz mit einem Titer von 
4,9x10 s Zelien/ml in den 75 I Fermenter Uberfuhrt Der pH-Wert wurde bei 7,1 und der p02 Wert bei 25% 
SSttigung gehaiten, wobei der Sauerstoffeintrag durch eine mikropor5se Fritte erfolgte. Nach anfanglicher 
Batchfermentation wurde am 2. Tag die Perfusion bei einem Zelltiter von 4x1 0 G Zellen/ml mit 30 I 
Mediumsaustausch Pro Tag gestartet Auf der Rttratseite der Membran wurde das konditionterte Medium 

to abgezogen und durch den Zulauf von frischem Medium ersetzt Das Zulaufmedium wurde wte folgt 
verstSrirt: Primatone von 0,25% auf 0.35%, Glutamin von 5 mM auf 6 mM und Glucose von 4 g/l auf 6 g/l. 
Die Perfusionsrate wurde dann am 3. und 4. Tag auf 72 J Medium/Tag und am 5. Tag auf 100 I Medium/Teg 
erh6ht NacjT,120 Stunden der kqntinuierlichen ZOchtung, wurde^ die Fermentation beendet Unter den 
gegebenen Fem^entationsbedingungen erfolgte exponentielles Zellwachstum bis 40x10* Zellen/ml. Die 

75 Verdopplungszeit der Zellpopulation betrug bis 10x10* Zellen/ml 20-22 Stunden und stieg dann mit 
zunehmender Zelldichte auf 30-36 Stunden an. Der Anteil der tebenden Zellen lag wahrend der gesamten 
Fermentationszert bei 90-95%. Der HL-60 Ansatz wurde dann im Fermenter auf ca. 12* C heruntergekUhlt 
und die Zellen durch Zentrifugation (Beckman-Zentrifuge [Modell J-6B, Rotor JS], 3000 rpm, 10 min., 4*C) 
geemtet. 

20 

Tabelle 1 



HL-60 Medium 

25 V 

Komponenten Konzentrationen 

mq/1 

CaCl 2 (vasserfrei) 112,644 

-3 



30 Ca(N0 3 ) 2 *4H 2 0 20 



CUS0 4 »5H 2 0 0,498*10 

Fe(N0 3 ) 3 #9H 2° 0,02 
FeSO »7H O 0,1668 

35* 4 2 

KC1 336,72 

KN0 3 0,0309 



40 



MgCl^ (wasserfrei) 11,444 



45 



SO 
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MgSO^ (waeserf rei) 
NaCl 

Ka 2 HP0 4 (wasserf rei) 

NaH 2 P( V H 2° 
Na 2 Se0 3 »5H 2 0 

ZnSO *7H O 
4 2 

D-Glucoee 
Glutathion (red.) 
Hepes-Puf f er 
Hypoxanthin 
LinolsSure 
Liponsdure 
Phenolrot 
Putreecin 2HC1 
^ Na-Pyruvat 
Tbymidin 
Biotin 

D-Ca-Pantothenat 

Cholinchlorid 

Fol6SLure 

i-Inositol 

Niacinamid 

Nicotinamid 

para-AminobenzoesSure 

Pyridoxal HC1 

Pyridoxin HC1 

Riboflavin 

Thiamin HCJ. 

Vitamin B^ 2 

L-Alanin 

L-AeparagineMure 
L-ABpacagin H 2 0 
L-Arginin 
L-Arginin HC1 
L-Aspartat 



68,37 
5601,8 
168,408 
75 

9.6»10" 3 
0,1726 

4000 

0,2 
2363,2 

0,954 

0,0168 

0,042 
10,24 

0.0322 
88 

0,146 

0,04666 

2,546 

5,792 

2,86 
11,32 

2,6 

0.0074 
0.2 

2.4124 
0,2 

0,2876 

2,668 

0,2782 

11,78 
10 

14,362 
40 

92,6 
33,32 
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L-Cystin 2HC1 62,04 

5 L-Cystein HC1*H 2 0 7.024 

L-Glutamins3ure 36,94 

L-Glutamia 730 

io L-Glycin 21,5 

L-Histidin 3 

L-Histid,i.n H£1»IJ p 27,392 

rs L-Hydroxypyrolin 4 

L-IsoLeucin 73,788 

L-Leucin 75.62 

L-Lysin HC1 102.9 

20 . . 

L-Methiomn 21,896 

L-Phenylalanin 43, 592 

L-Prolin 26.9 

25 > L-Serin 31 # 3 

L-Threonin 53 

L-Tryptophan 11,008 

m L-Tyrosin»2Na 69,76 

L-Valin 62.74 

Penicillin/Streptomycin ioo U/ml 

* Insulin (human) 5 ^g/ml 

Tranferrin (human) 15 ug/ml 

Rinderserumalbumin 67 vg/ral 
40 Primatone RL (Sheffield Products. 

Norwich NY, USA) 0,25% 
I Pluronic F68 

^ (Sexva, Heid^lberg^. BED)' 0,01* 

FStales KSlberserum 0,3-3\ 



Das Zentrifugat wurde mit isotonem Phosphatpuffer (PBS; 0,2 g/I KCI, 0,2 g/I KH 2 PO*, 8.0 g/i Naci, 2,16 
so Qtl NaaHPO* • 7H 2 0) f der mit 5% Dimethylformamid, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin, 10 uM 
Leupeptin. 1 uM Pepstatin. 1 mM o-Phenarrthrolin, 5 mM Jodaoetamid, 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid 
versetzt war (im folgenden als PBS-M bezeichnet), gewaschen. Die gewaschenen Zellen wurden bei eirter 
Dichte von 2,5 '10 s Zellen/ml in PBS-M mit Triton X-100 (Endkonzentration 1,0%) ©xtrahiert Der Zellextrakt 
wurde durch Zentrifugation geklSrt (15000 x g, 1 Stunde; 100*000 x g t 1 Stunde). 

55 

Beispiel 3 
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Herstellung von monoklonalen (TN F-BP)-Antik5 rpem 

Bn gemSss Belspiel 2 erhaltener ZentrifugationsUberstand aus Kultivierung von HL60-Zellen im 
experimentellen Labormasstab wurde im VerhSltnis 1:10 mit PBS verdOnnt Der verdOnnte Ueberstand 

s wurde bei 4 - C auf eine Saule aufgetragen (Flussrate: 0,2 ml/min.), die 2 ml Affigel 10 enthielt (Bio Rad 
Katalog Nr. 153-6099), an das 20 mg rekombinantes humanes TNF-o [Pennica, D. et ai. (1984) Nature 312 ( 
724; Shirai. T. et al. (1985) Nature 313 . 803; Wang. A.M. et al. (1985) Science 228 . 149] gemSss den 
Empfehlungen des Hersteliers gekoppelt worden war. Die SSule wurde bei 4 # C und einer Durchflussrate 
von 1 ml/min zuerst mft 20 m! PBS, das 0.1% Triton X 114 enthielt und danach mit 20 mi PBS gewaschen. 

10 So angerelchertes TNF-BP wurde bei 22* C und einer Russrate von 2 ml/tnta mit 4 mi 100 mM Glycin. pH 
23, 0,1% Decylmaitosid eiuiert Das Eluat wurde in einer Centricon 30 Enheit [Amicon] auf 10 ul 
konzentriert 

10 ul dieses Eluates wurden mit 20 ul vollstSndigem Freundschen Adjuvans zu einer Emulsion 
gerrilscht: Je v 10 uPder Emulsion wurden gemSss'dem votfHolmdahl. R: et al. [(1S85). J: Immunol Methods * 
is 83 379] beschriebenen Verfahren an den Tagen 0, 7 und 12 in eine hintere Fusspfote einer narkotisierten 
Balb/c-Maus injtziert 

Am Tag 14 wurde die immuntsierte Maus getStet. der popliteale Lymphknoten herausgenommen, 
zerkleinert und in Iscove's Medium (IMEM, GIBCO Katalog Nr. 074-2200), das 2 g/t NaHCOs enthielt. durch 
wiederhoites Pipettieren suspendiert. GemSss einem modifizierten Verfahren von De St.Groth und Schei- 

20 degger [J. Immunol. Methods (1980), 35 . 1] wurden 5x1 0 7 Zellen des Lymphknotens mit 5x1 0 7 PAhMaus- 
Myelomazellen (J.W. Stocker et al. Research Disclosure, 217. Mai 1982, 155-157). die sich in logarithms 
schem Wachstum befanden, fusioniert. Die Zellen wurden gemlscht. durch Zentrifugation gesammeit und 
durch leichtes Schutteln in 2 ml 50% (v/v) Polyethylenglycol in IMEM bei Raumtemperatur resuspendiert 
und durch langsame Zugabe von 10 ml IMEM wahrend 10 Minuten vorsichtigen SchOttelns verdOnnt Die 

25 Zellen wuVden durch Zentrifugation gesammeit und in 200 ml vollstandigem Medium [IMEM + 20% f&tales 
Kalberserum. Glutamin (2.0 mM), 2-Mercaptoethanol (100 uM) t 100 uM Hypoxanthine, 0,4 uM Aminopteri- 
rve und 16 uM Thymidine (HAT)] resuspendiert. Die Suspension wurde auf 10 Gewebekuhturschalen. die 
jeweils 96 Vertiefungen enthielten. verteiit und ohne Wechsel des Mediums bei 37* C in einer Atmosphere 
von 5% C0 2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 98% 11 Tage lang inkubiert 

30 Die Antikorper zeichnen sich aus durch ihre inhibierende Wirkung auf die TNF-Bindung an HL60-Zellen 
Oder durch ihre Bindung an Antigen im Filtertest gemSss Beispiel 1. Zum Nachweis der biologischen 
Aktivitat von anti(TNF-BP)-Antikorpem wurde folgendermassen verfahren: 5x1 0 € HL60 Oder U937-Zel1en 
wurden in vollstandigem RPM1 1640 Medium zusammen mit affinitatsgereinigten monoklonalen anti-fTNF- 
BP>-Antik5rpem oder Kontroliantikorpem (d.h. solchen, die nicht gegen TNF-BP gerichtet sind) in einem 

35 Konzentrationsbereich von 1 ng/ml bis 10 ug/ml inkubiert. Nach einer Stunde Inkubation bei 37 C wurden 
*die Zellen durch Zentrifugation gesammeit und mit 4,5 ml PBS bei 0* C gewaschen. Sie wurden in 1 ml 
vollstSndigem RPMI 1640 Medium (Beispiel 2). das zusStzlich 0.1% Natriumazid und 12S l-TNFa (10 5 
cpm/mi) mit oder ohne Beigabe von unmarkiertem TNFa (s.o.) enthielt, resuspendiert. Die spezifische 
Radioaktivilat des ,2S l-TNFa betrug 700 Ci/mmol. Die Zellen wurden 2 Stunden bei 4 C Inkubiert, 

40 gesammeit und 4 ma! mit 4,5 mi PBS, das 1% BSA und 0,001% Triton X 100 (Fluka) enthielt. bei 0 C 
gewaschen. Die an die Zellen gebundene RadioaktivitSt wurde in eirfem -y-Scintillations-zShter gemessen. In 
einem vergleichbaren Experiment wurde die zellgebundene RadioaktivitSt von Zellen, die nicht mit anti- 
(TNF-BP)-Antik6rpem behandelt worden waren, bestimmt (ungefahr 10 000 cpm/5x10 G Zellen). 

45 

Beispiel 4 



so Affinitatschromatographie 

FOr die weitere Reinigung wurden jeweils ein gemSss Beispiel 3 erhaltener monoWonaler anti-(55 kD 
TNF-BP)-Antik6rper (2.8 mg/ml Gel). TNFa (3.0 mg/ml Gel) und Rinderserumalbumin (BSA. 8.5 mg/ml Gel) 
gemSss den Vorschriften des Hersteliers kovaient an CNBr-aktivierte Sepharose 4B (Pharmacia. Uppsala, 
55 Schweden) gekoppelt. Der gemSss Beispiel 2 erhattene Zellextrakt wurde Ober die so hergestellten und in 
der folgenden Reihenfolge hintereinandergeschalteten SSulen geleitet BSA-Sepharose-VorsSule, Immunaffi- 
nitStssaule [Anti-(55 kD-TNF-BPJ-AntikOrper]. TNFa-Ugand-AffinitStssaule. Nach vollstSndigem Auftrag wur- 
den die beiden ietztgenannten SSulen abgetrennt und einzeln fOr sich rpit je 100 ml der folgenden 
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Pufferlosungen gewaschen: (1) PBS. 1.0% Triton X-100, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin; (2) PBS, 
0.1% Triton X-100. 0.5M NaCI. 10 mM ATP, 10 mM Benzamidin. 100 E/ml Aprotinin; und (3) PBS. 0.1% 
Triton X-100. 10 mM Benzamidin, 100 E'ml Aprotinin. Sowohl die Immun- a!s auch die TNFa-Ugand- 
AffinHStssSule wurden dann mit 100 mM Glycin pH 2.5, 100 mM NaCI, 0,2% Decylmaitoside, 10 mM 

5 Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin jede fur sich eluiert Die im Filtertest gemSss Belsple! 1 aktiven Fraktionen 
jeder Saule wurden danach jeweils vereint und mit 1 M Tris pH 8,0 neutralisiert 

Die so vereirtten TNF-BP-aktiven. Fraktionen der Immun-Affinitatschrornatographie einerseits und der 
TNFa-Ugand-Affinitatschromatographie andererseits wurden zur weiteren Reinigung nochmals auf je eine 
kleine TNFo-LJgand-AffinitStssaule aufgetragen. Danach wurden diese beiden SSulen mit je 40 ml von (1) 

io PBS, 1.0% Triton X-100, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin, (2) PBS, 0.1% Triton X-100. 0.5M NaCI. 
10 mM ATP. 10mm Benzamidin, 100 E/mi Aprotinin. (3) PBS, 0,1% Triton X-100, (4) 50 mM Tris PH 7.5. 
150 mM NaCI, 1,0% NP-40. 1.0% Desoxycholat. 0.1% SDS. (5) PBS, 0.2% Decylmaltosid gewaschen. 
Anschliessend wurden die SSulen mit 100 mM Glycin pH 2.5, 100 mM NaCI. 0,2% Decyjmaltqsid eluiert. 
Fraktionen von 0,5 ml von jeder Saule wurden fOr sich gesammelt und die gemSss Filtertest (Beispiel 1) 

is aktiven Fraktionen von jeder SSuIe jeweils fur sich vereint und in einer Centricon-Einheit (Amicon, 
Molekulargewichts-Ausschluss 10*000) aufkonzentriert. 

Beispiel 5 

20 



Auftrennung mittels HPLC 

25 Die gemass Beispiel 4 erhaltenen aktiven Fraktionen wurden gemass ihrer unterschiedlichen Herkunft 
(Immun- bzw. Ugand-Affinitatschromatographie) jeweils fur sich auf C1/C8 Umkehrphasen-HPLC-Saulen 
(ProRPC. Pharmacia, 5x20 mm), die mit 0,1% TrifluoressigsSure, 0.1% Octylglucosid equilibriert worden 
waren, aufgetragen. Die SSulen wurden dann mit einem linearen Acetonitril-Gradienten (0-80%) im gieichen 
Puffer bei einem Fluss von 0.5 ml/min eluiert. Fraktionen von 1,0 ml wurden von jeder Saule gesammelt 

30 und die aktiven Fraktionen von jeder Saule fur sich vereint (Nachweis gemass Beispiel 1). 



Beispiel 6 

35 

Auftrennung mittels SDS-PAGE 

Die gemass Beispiel 5 erhaltenen und gemSss Filtertest (Beispiel 1) aktiven Fraktionen wurden durch 
40 SDS-PAGE gemass [34] weiter aufgetrennt. Dazu wurden die Proben in SDS-Probenpffer wahrend 3 
Minuten auf 95* C erhitzt und anschliessend auf einem 12% Acrylamid-Trenngei mit einem 5%igen 
Sammelgel elektrophoretisch aufgetrennt Als Referenz zur Bestimmung der scheinbaren Molekulargewichte 
auf dem SDS-PAGE Gel wurden die folgenden Bchproteine verwendet: Phosphorylase B (97,4 kD), BSA 
(66.2 : kD)„OvaIbumia (42J.kD). Cartx>anhydrase (31,0. kD), Soya Trypsin-lnhibitor (21,5>kD)~und Lysozym 
45 (14.4 kD). 

Unter den genannten Bedingungen wurden fQr Proben, die gemass Beispiel 4 durch TNF-a-Ligandenaf- 
finitatschromatographie von Immunaffinitatschromatographieeluaten erhalten und durch HPLC gemSss Bei- 
spiel 5 weiter aufgetrennt worden waren, zwei Banden von 55 kD und 51 kD sowie drei schwScbere Banden 
von 38 kD, 36 kD und 34 kD erhalten. Diese Banden wurden in einem Mini Trans Blot System (BioRad, 

so Richmond, California, USA) elektrophoretisch wShrend 1 Stunde bei 100 V in 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 
20% Methanol auf elne PVDF-Membran (Immobilon, Miilipore, Bedford, Mass. USA) transferiert Danach 
wurde die PVDF-Membran entweder mit 0.15% Serva-Blau (Serva, Heidelberg, BRD) in 
Methanol/Wasser/Eisessig (50/40/10 Volumenteile) auf Protein gefSrbt oder mit entfettetem Milchpuiver 
blockiert und anschliessend zum Nachweis von Banden mit TNF-BP-Aktivitat mit 125 I-TNFa gemSss den in 

55 Beispiel 1 beschriebenen RItertestbedingungen inkubiert. Dabei zeigte sich, dass alte in der Proteinfarbung 
zur Darsteilung geiangten Banden spezifisch TNFa banden. Alle diese Banden banden im Western Blot 
nach Towbin et al. [38] auch den gemass Beispiel 3 hergestellten monoklonalen Anti-55kD-TNF-BP- 
Antikorper. Dabei wurde ein gemSss dem in Beispiel 1 beschriebenen Verfahren mit Na 125 I radioaktiv 
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markierter. affinitStsgereinigter (Mausimmunglobultn-Sepharose-4B-AffinitatssSule) Kaninchen-anti-Maus- 
Immunoglobulin-Antikorper zum autoradiographischen Nachweis dieses AntikSrpers eingesetzt 

Proben, die gemSss Beispiel 4 durch zweimalige TNF-orLigandenaffinitStschrofnatographie des Durch- 
laufs der ImmunaffinitStschrornatographie erhaften und durch HPLC gemSss Beispiel 5 weiter aufgetrennt 

5 worden waren, zeigten unler den oben spezlfizierten SDS-PAGE- und Blottransfer-Bedingungen zwei 
zusStzIiche Banden von 75 kD und 65 kD ( die beide im Filtertest (Belsplel 1) spezifisch TNF banden. Im 
Western Blot gemSss Towbin et al. (s.o.) reagierten die Proteine dieser beiden Banden nicht mit dem 
gemSss Beispiel 3 hergestelften anti-(55 kD TNF-BP)-Antik6rper. Sie reagierten ailerdings mit einem 
monoklonalen AntikSrper, der ausgehend von der 75 kD-Bande (anti-75 kD TNF-BP-Antikfirper) gemass 

io Beispiel 3 erzeugt worden war. 



Beispiel 7 

rs 

AminosS uresequenzanalyse 

Zur AminosSuresequenzanalyse wurden die gemSss Beispiel 5 erhaftenen und gemass Filtertest 

20 (Beispiel 1) aktiven Fraktionen mittels der in Beispiel 6 beschriebenen, nun jedoch reduzierenderir SDS- 
PAGE Bedingungen (SDS-Probenpuffer mit 125 mM Dithiothreitol) aufgetrennt. Es wurden die gteichen 
Banden wie gemSss Beispiel 6 gefunden, die ailerdings auf Grund der reduzierenden Bedingungen der 
SDS-PAGE im Vergleich zu Beispiel 6 alle urn etwa 1-2 kD hShere Motekulargewichte zeigten. Diese 
Banden wurden dann gemSss Beispiel 6 auf PVDF-Membranen Gbertragen und mit 0,15% 35 Serva-Blau in 

25 Methanol/Wasser/Bsessig (50/40/10 Volumenteile) wahrend 1 Minute gefSrbt mit Methanol/Wasser/Bsessig 
(45/48/7 Volumenteile) entfarbt, mit Wasser gespurt, luftgetrocknet und danach ausgeschnitten. Bei sSmtli- 
chen Schritten wurden zur Vermeidung von N-terminaler Btockierung die von Hunkapiiler [34] angegebenen 
Bedingungen eingehaJten. Zunachst wurden die gereinigten TNF-BP unverSndert zur Aminosauresequen- 
zierung eingesetzt Um zusStzliche Sequenzinformation zu erhalten, wurden die TNF-BP nach Reduktion 

ao und S-Carboxymethylierung [Jones, B.N. (1986) in "Methods of Protein Microcharacterisation ,, l J.E. Shively, 
ed.. Humana Press, Clifton NJ, 124-125] mit Bromcyan (Tarr. G.E. in "Methods of Protein Microcharacteri- 
sation". 165-166, op.cit.). Trypsin und/oder Proteinase K gespalten und die Peptide mittels HPLC nach 
bekannten Methoden der Proteinchemie aufgetrennt. So vorbereitete Proben wurden dann in einem 
automatisierten Gasphasen-Mikrosequenzier-GerSt (Applied Biosystems Modell 470A, ABI, Foster City, 

35 faiif., USA) mit einem on-line nachgeschalteten automatisierten HPLC PTH-AminosaureanaJysator (Applied 
Biosystems Modeil 120, ABI s.o.) sequenziert. wobei die foigenden AminosSuresequenzen bestimmt 
wurden: 

1.. Fur die 55 kD-Bande (gemass nichtreduzierender SDS-PAGE): 

Leu-Va!-Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg-G!u-Lys-Arg-Asp-Ser-Val-Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-!le-His-Pro-Gln-X- 
40 Asn-Ser-lle, 
und 

Ser-Thr-Pro-Glu-Lys-Glu-Gly-Glu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys 
wobei X fur einen AminosSurerest steht, der nicht bestimmt werden konnte. 
2.. FUr die 51 kD und die 38 kD-Banden (gemSss nichtreduzierender SDS-PAGE): 
45 Leu-Val-Pro-rtis-Leu-Gly-AsP-Arg-Glu 

3., Ftir die 65 kD-Bande (gemSss nichtreduzierender SDS-PAGE): Bei der N-terminalen Sequenzierung 
der 65 kD Bande wurden bis zum 15. Rest ohne Unterbrechung zwei parallele Sequenzen ermitteft Da 
eine der beiden Sequenzen einer Teilsequenz des Ubiqurtins [36,37] entsprach, wurde fOr die 65 kD- 
Bande die fotgende Sequenz abgeteitet: 
so Uu-Pro-Ala-Gln-Val-AIa-Phe-X-Pro-Tyr-AIa-Prc-Glu-Pro-Gly-Ser-Thr-Cys. 
wobei X fOr einen AminosSurerest steht. der nicht bestimmt werden konnte. 
Weitere Peptidsequenzen fOr 75(65)kDa-TNF-BP wurden bestimmt 
lle-X-Pro-Gly-Phe-Gly-Val-Ala-Tyr-Pro-AIa-Leu-Glu 
und 

65 Ser-GIn-Leu-GIu-Thr-Pro-Glu-Thr-Leu-Leu-Gly-Ser-Thr-Glu-Glu-Lys-Pro-Leu 
und 

Val-Phe-Cys-Thr 
und 
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Asn-GIn-Pro-Gin-AIa-Pro-Gly-Val-Glu-AJa-Ser-Gly-Ala-Gly-Glu-AJa 
und 

Leu-Cys-AIa-Pro 
und 

€ Val-Pro-His-Leu-Pro- Ala-Asp 
und 

Gly-Ser-Gln-Gly-Pro-Glu-Gln-Gln-X-X-Leu-Ile-X-AIa-Pro 

wobei X fUr einen AminosSurerest stent, der nicht bestimmt werden konnte. 

to 

Beisptel 8 



is Bestimmung von Basen-Sequenzen von komplementarer DNA (cDNA) 

Ausgehend von der AminosSuresequenz gemSss Formel IA wurden unter Berticksichtigung des 
genetischen Codes 2u den Aminosaureresten 2-7 und 17-23 entsprechende. voilstSndig degenerierte 
Oligonucleotide in geeigneter KomplementaritSt synthetisiert ("sense" and "antisense" Oligonucleotide). 

20 Totale zeilulSre RNA wurde aus HL60-Zellen isoliert [42, 43], und der erste cDNA-Strang durch Oligo-dT- 
Priming oder durch Priming mit dem "antisense" Oligonucleotid mittels eines cDNA-Synthese-Kits (RPN 
1256, Amersham. Amersham, England) gemass der Anleitung des Herstellers synthetisiert. Dieser cDNA- 
Strang und die beiden synthetisierten degenerierten "sense" und "anti-sense' Oligonucleotide wurden in 
einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR. PerWn Elmer Cetus. Norwalk, CT, USA gema'ss Anleitung des 

25 HerstelleVs) dazu verwendet die fur die AminosSure-Reste 8-16 (Formel IA) codierende Basesequenz als 
cDNA-Fragment zu synthetisieren. Die Basensequenz dieses cDNA-Fragmentes lautet 5 - 
AGGGAGAAGAGAGATAGTGTGTGTCCC-3. Dieses cDNA-Fragment wurde aJs Probe verwendet. urn nach 
bekannten Verfahren einen fUr das 55 kD TNF-BP codierenden cDNA-Klon in einer Xgt11-cDNA-Genbank 
von.menschltcher Placenta zu identifizieren (42,43). Dieser Klon wurde dann nach Oblichen Methoden aus 

30 dem X-Vektor geschnrtten und in die Plasmide pUC18 (Pharmacia. Uppsala. Sweden) und pUC19 
(Pharmacia, Uppsala, Sweden) und in die M13mp18WI13mp19 Bacteriophagen (Pharmacia, Uppsala. 
Sweden) kloniert (42.43). Die Nukleotidsequenz dieses cDNA-Klons wurde mit einem Sequenase-Kit (U.S. 
Biochemical. Cleveland. Ohio. USA) nach den Angaben des Herstellers bestimmt. Die Nukleotidsequenz 
und die-daraus abgeleitete AminosSuresequenz ftir das 55 kD TNF-BP und dessen Signalpeptid 

35 (AminosSure "-28" bis Aminosaure "0") ist in Figur 1 mittels der im Stand der Technik Oblichen 
* AbkCrzungen fUr Basen wie AminosSuren dargestellt. Aus Sequenzvergleichen mit anderen, bereits bekann- 
ten Rezeptorproteinsequenzen lassen sich ungefahr 180 AminosSuren enthaltende N-terminale wie 220 
Aminosaure enthaltende C-terminale DomSnen, die von einer nach den Sequenzvergleichen typischen 
Transmembran-Region von 19 AminosSuren (in Figur 1 unterstrichen) getrennt werden, bestimmen. Hypo- 

40 thetische Glykosylierungssteiien sind in Figur 1 durch Sterne Uber der entsprechenden AminosSure 
gekennzeichnet 

Im Wesentlichen analoge Techniken wurden dazu eingesetzt, 75/65 kD TNF-BP codierende Partieile 
cDNA-Sequenzen zu identifizieren. wobei allerdings in diesem Fall genomische humane DNA und von 
Pej>tja\ ll£ abgejejteiten vpjjstendig degejjerierte 14-meje, und 15-mere "sense," und "antisense " GfflftR^H" 

<5 clebtide verwendet wurden, um eine primare, 26 bp cDfiA-Probe in einer PoIymerase-KettenreaJitiori 
herzustellen. Diese cDNA-Probe wurde dann dazu verwendete in einer HL-60 cDNA-Bibliothek cDNA-KJone 
von verschiedener LSnge zu identifizieren. Diese cDNA-Bibiiothek wurde mittels isolierter HL60 RNA und 
einem cDNA-KIonierungskit (Amersham) nach den Angaben des Herstellers hergestellt Die Sequenz eines 
solchen cDNA-Klons 1st in Figur 4 dargestellt. wobei nochmalige Sequenzierung .zu folgender Korrektur 

so fuhrte. An Steile des Serins in Position 3 muss ein Threonin das von "ACC" nicht von TCC" kodiert wird. 
stehen. 

Beispiel 9 

55 



Expression in COS 1-Zellen 
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Fur die Expression in COS-Zellen wurden Vektoren ausgehend von dem Plasmid "pN11" konstruiert. 
Das Plasmid "PN11" enthSIt den effizienten Promotor und Enhancer des "major immediate-early" Gens 
des menschlichen Cytomegalovirus ("HCMV"; Boshart et al.. Cell 41_ , 521-530. 1985). Hinter dem Promotor 
befindet sich eine kurze DNA-Sequenz, welche mehrere Restriktionsschnittstellen enthait, die nur elnmaJ im 
5 Plasmid vorkommen ("Polylinker"), u.a. die Schnittstellen fUr Hindlll, Ball, BaMHI und Pvull (siehe Se- 
quenz). 

Pvull 

5 1 -AAGCTTGGCCAGGATCCAGCTGACTGACTGATCGCGAGATC-3 1 

TO 

3 ' -TTCGAACCGGTCCTAGGTCGACTGACTGACTAGCGCTCTAG-5 1 

Hinter diesen Schnittstellen befinden sich drei Translations-Stopcodons in alien drei Leserastern. Hinter der 
t5 Polylinkersequenz befindet sich das 2. Intron und das Polyadenylierungssignal des PrSproinsulingens der 
Ratte (Lomedico et aL. Cell 18 . 545-558. 1979). Das Plasmid enthSlt ferner den Replikationsursprung des 
SV40 Virus sowie ein Fragment aus pBR322. das E. coli-Bakterien Ampicillin-Resistenz verieiht und die 
Replikation des Plasmids in E. coli ermSglicht. 

Zur Konstruktion des Expressionsvektors "pN123" wurde dieses Plasmid "pNII" mit der Restriktions- 
20 endonukiease Pvull geschnitten und anschiiessend mit alkatischer Phosphatase behandelt. Der dephospho- 
rylierte Vektor wurde danach aus einem Agarosegei isoliert (VI). Die 5 -OberhSngenden Nukleotide des 
EcoRI-geschnittenen 1 ,3kb-Fragments der 55 kD TNF-BP-cDNA (siehe Beispiel 8) wurden mit Hilfe von 
Klenow-Enzym aufgefultt. Anschiiessend wurde dieses Fragment aus einem Agarosegei isoliert (F1). 
Danach wurden V1 und F1 mittels T4-Ugase miteinander verbunden. E. coli HB101-Zelien wurden dann mit 
25 diesem Ugienjngsansatz nach bekannten Methoden [42] transformiert. Mit Hilfe von Restriktionsanatysen 
und DNA-Sequenzierung nach bekannten Methoden [42] wurden Transformanten identifiziert, die mit einem 
Plasmid transformiert worden waren, welches das 1,3kb EcoRI-Fragment der 55 kD TNF-BP-cDNA in der 
fur die Expression Ober den HCMV-Promotor korrekten Orientierung enthiett. Dieser Vektor erhielt die 
Bezeichnung "pN123\ 

Zur Konstruktion des Vektors "pKl9" wurde folgendermassen verfahren. Ein DNA-Fragment, welches 
nur die fur den extrazelluiaren Teil des 55 kD TNF-BP codierende cDNA enthSIt (Aminosauren -28 bis 182 
gemass Figur 1) wurde mittels PCR-Technologie emaiten (Saiki et al., Science 230 . 1350-1354, 1985, 
siehe auch Beispiel 8). Die folgenden Oligonukleotide wurden, urn die fur den extrazelluiaren Teil des 55 kD 
TNF-BP codierende cDNA aus "pN123" zu amplifizieren, verwendet: 

BAMHI 

5 » -CACAGGGATCCATAGCTGTCTGGCATGGGCCTCTCCAC-3 • 



40 ASP718 

3 1 -CGTGACTCCTGAGTCCGTGGTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC-5 1 

Durch diese Oligonukleotide wurden eberifalls zwef Stopkodons der Translation Hinter AminosSure 182 
45 eingefOhrt Das so amplifizierte DNA-Fragment wurde mit BamHI und Asp718 geschnittene die hierbei 
entstandenen Oberstehenden Enden mit Hilfe des Klenow-Enzym s aufgefulit und dieses Fragment an- 
schiiessend aus einem Agarosegei Isoliert (F2). F2 wurde dann mit V1 ligiert und der gesamte Ansatz zur 
Transformation von E. coli HB101. wie bereits beschriebene verwendet. Transformanten, die mit einem 
Plasmid transformiert worden waren, welches das DNA-Fragment In der fUr die Expression Uber den 
50 HCMV-Promotor korrekten Orientierung enthieKen. wurden mittels DNA-Sequenzierung (s.o.) identifiziert. 
Das daraus isolierte Plasmid erhielt die Bezeichnung "pK19". 

Transfektion der COS-Zellen mit den Plasmiden "pN123" Oder "pK19" wurde nach der von Feigner et 
al. verdffentiichten Upofections-Methode (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 , 7413-7417. 1987) durchgefUhrt 72 
Stunden nach erfolgter Transfektion wurden die mit "pN123" transfizierten Zellen nach bekannten Metho- 
55 den mit 125 l-TNFa auf Bindung analysiert. Das Resurtat der Scatchard-Analyse [Scatchard, G.. Ann. N.Y. 
Acad. Sci. 51 , 660. 1949] der so erhaitenen Bindungsdaten (Rgur 2A) 1st In Figur 2B dargestellt. Die 
KulturOberstlnde der mit "pK19" transfizierten Zellen wurden in einem "Sandwich "-Test untersucht. Dazu 
wurden PVC-Microtiterplatten (Dynatech. Arlington. VA. USA) mit 100 ul/Loch eines Kaninchen-anti-Maus 
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Immunglobultns (10 ug/ml PBS) sensibilized. Anschliessend wurde die Platte gewaschen und mit einem 
anti-55 kD TNF-BP-Antik6rper t der gem2ss Beispiel 3 durch seine Antigenbindung nachgewiesen und 
isoliert wurde. der aber die TNF-Bindung an Zellen nicht inhibiert, inkubiert (3 Stunden, 20 *C). Die Platte - ' 
wurde dann wieder gewaschen und Ober Nacht bel 4* C mit 100 ul/Loch der KulturOberstSnde (1:4 verdOnnt 

6 mit 1% entfetteter Milchpulver enthaltendem Puffer A: 50 mM Tris/HCI pH 7.4, 140 mM NaCI, 5 mM EDTA, 
0.02% Na-Azid) inkubiert Die Platte wurde entieert und mit 12S HNFo enthaltendem Puffer A (10 s cpm/ml, 
100 ul/Loch) mit oder ohne Zusatz von 2 ug/ml unmarkiertem TNF wShrend 2 Stunden bei 4*C inkubiert. 
Danach wurde cfie Platte 4 mal mit PBS gewaschen, die einzelnen Ldcher wurden ausgeschnitten und in 
einem -rZahler gemessen. Die Resuttate von 5 parailelen Transfektionen (SSuIen # 2, 3, 4, 6 und 7). von 

to zwef KontroII-Transfektionen mit dem pN11-Vektor (Saulen # 1, 5) und von einer Kontrolle mit HL60-2eIl- 
Lysat (Slule # 8) sind in Rgur 3 dargesteilt 



Beispiel TO* 

is 



Expression in Insektenzellen 

20 Fur die Expression in einem Baculovirus-Expressionssystem wurde von dem Piasmid "*pVL941 " 
(Luckow und Summers, 1989, "High Level Expression of Nonfused Foreign Genes with Autographa 
California Nuclear Polyhedrosis virus Expression Vectors", Virology 170 . 31-39) ausgegangen und dieses 
folgendermassen modifiziert Es wurde die einzige EcoRi-Restriktionsschnittstelle in *pVL941" entfernt, 
tndem das Piasmid mit EcoRI geschnitten und die Oberstehenden s'-Enden mit Klenow-Enzym aufgefOllt 

25 wurden.VDas hieraus erhaltene Piasmid pVL941/E- wurde mit BamHI und Asp718 verdaut und der 
Vektorrumpf anschliessend aus einem Agarosegel isoliert Dieses Fragment wurde mit einem synthetischen 
Oligonukleotid der folgenden Sequenz ligiert 

BamHI EcoRI Asp718 

30 

5 1 - GATCCAGAATTCATAATAG - 3' 

3 1 - GTCTTAAGTATTATCCATG - 5 1 

35 E coli HB101 wurde mit dem Ligierungsansatz transfbrmiert und Transform anten, die ein Piasmid 
* enthielten. in welches das OBgonukieotid korrekt eingebaut worden war, wurden durch Restriktionsanalyse 
und DNA-Sequenzierung nach bekannten Methoden (s.o.) identifiziert; dieses Piasmid wurde "PNR704" 
genannt Zur Konstruktion des Transfervektors "pN113" wurde dieses Piasmid "pNR704" mit EcoRI 
geschnitten, mit alkafischer Phosphatase behandelt und der so erzeugte Vektorrumpf (V2) anschliessend 

4Q aus einem Agarosegel isoliert Das wie oben mit EcoRI geschnrttene 1 .3 kb-Fragment der 55 kD TNF-BP- 
cDNA wurde mit Fragment V2 ligiert. Mit diesem Ligierungsansatz erhaltene Transformanten. die ein 
Piasmid enthielten, welches das cDNA-lnsert in der korrekten Orientierung fOr die Expression Ober den 
Poly^iedrinpromotor enthielten. wurden identifiziert (s.o.). Der daraus isolierte Vektor erhielt die Bezeichnung 
•PN113\ 

4 £ ■ 2ur Kbnstfuktioh v des' Transfervektors 1 ' "pNH9" wurde folglenderm^sseh vorgeglangenT Das 1,3' kb 
EcoRl/EcoRI-Fragment der 55 kD TNF- BP cDNA in dem "pUC19"-P!asmid (siehe Beispiel 8) wurde mit 
Ban! verdaut und mft dem folgenden synthetischen Oligonukleotid ligiert: 

BanI Asp718 
so 5 ' - GCACCACATAATAGAGATCTGGTACCGGGAA - 3 1 

3' - GTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC - 5* 

Mit dem obigen Adaptor werden zwei Stopcodons der Translation hinter AminosSure 182 und eine 
55 Schnittsteile fur die Restriktionsendonuldease Asp718 eingebaut. Nach erfolgter Ligation wurde der Ansatz 
mit EcoRI und Asp718 verdaut und das partielle 55 kD TNF-BP-Fragment (F3) isoliert Weiterhin wurde das 
ebenfalls mit Asp718 und EcoRI geschnittene Piasmid "pNR704" mit F3 ligiert und der Ligierungsansatz in 
E. ooli HB101 transformiert. Die Identifikation der Transformanten, welche ein Piasmid enthielten, in das die 
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partielle 55 kD TNF-BP cDNA korrekt filr die Expres sion integriert worden war, erfolgte wie bereits 
beschrieben. Das aus diesen Transformanten isolierte Piasmid erhielt den Namen "pN119". 

Zur Konstruktion des Transfervektors "pNl24" wurde folgendermassen vorgegangen. Das in Beispiel 9 
beschriebene, filr den extrazellulfiren Teil des 55 kD TNF-BP codierende cDNA-Fragment wurde mit den 
angegebenen Oligonukleotiden mit Hilfe der PCR-Technologie, wie in Beispiel 9 beschriebene ampiifiziert. 
Dieses Fragment wurde mit BamHI und Asp718 geschnitten und aus einem Agarosegel isoliert (F4). Das 
Piasmid "pNR704" wurde ebenfalls mit BamHI und Asp718 geschnitten und der Vektorrumpf (V4) wurde 
isoliert (s.o.). Die Fragmente V4 und F4 wurden ligiert, E. coli HB101 damit transformiert und der 
rekombinante Transfervektor "pNl24" wurde, wie beschrieben, Identifeiert und isoliert 

Zur Transfektton der Insektenzellen wurde folgendermassen vorgegangen. 3 ug des Transfervektors 
■pN113" wurden mit 1 ug DNA des Autographa caiifomica-Nuklear-polyhedrosisvirus (AcMNPV) (EP 
127839) in Sf9-Zellen (ATCC CRL 1711) transfektiert. Polyhedrin negative Wen wurden identifiziert und aus 
"Plaques" gereinigt [52]. Mit diesen rekombinanten Viren wurden wiederum Sf9 Zeilen wie in [52] 
beschriebene infiziert; Nach 3 Tagen in Kultur wurden die infizierten Zeilen auf'Bindung vonTNF mrtteis 
125 l-TNFa untersucht. Dazu wurden die transfektierten Zeilen mit einer Pasteurpipette von der Zellkultur- 
schale abgewaschen und bei einer Zelldichte von 5x10 s Zelien/ml Kufturmedium [52]. das 10 ng/ml ,2S J- 
TNF-a enthiett, sowohl in Anwesenheit wie Abwesenheit von 5 ug/ml nichtmarkiertem TNF-a resuspendiert 
und 2 Stunden auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zeilen mit reinem Kulturmedium gewaschen und die 
zellgebundene RadioaktivitSt in einem v^Shler gezahlt (siehe Tabelle 2). 



Tabelle 2 


Zeilen 


Zellgebundene 




Radioaktivitat pro 10 6 




Zeilen 


nichtinfizierte Zeilen (Kontrolle) 


60 cpm 


infizierte Zeilen 


1600± 330 cpm 1 ' 



11 Mittelwert und Standardabweichung aus 4 Experimenten 



35 



Beispiel 11 



40 



Analog zu dem in Beispiel 9 beschriebenen Verfahren wurde das fur den extrazellulSren Bereich des 55 
kDa TNF-BP codierende cDNA-Fragment, nun jedoch mit den folgenden Oligonukleotiden als Primer, in 
einer Polymerase n-Kettenreaktion ampiifiziert: 



45 



Oligonukleotid 1: 



Sst I 



S'-TAC GAG CTC GGC CAT AGC TGT CTG GCA TG-3 



50 



Oligonukleotid 2: 



55 



• sst I 

5 1 -ATA GAG CTC TGT GGT GCC TGA GTC CTC AG- 3 1 



Dieses cDNA-Fragment wurde in den pCD4-H73-Vektor [DSM 5523; Europaische Patentanmeldung Nr. 
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90107393.2; Japanische Patentanmeldung Nr. 108967/90; US Patent Application Ser.No. 510773/90] ligiert, 
aus dem die CD4-CDNA Ober die Sst hRestriktions-Schnittstellen herausgenommen worden war. Sstl- 
Schnittstellen befinden sich in dem Vektor pCD4-H73 sowohl vor wie In dem CD4-TeiisequenzstGck wie 
dahinter. Das Konstrukt wurde mittels Protoplastenfusion nach 01 et al. (Procd. Natl. Acad. Sci. USA 80 , 

5 825-829, 1983) in J558-Myelomzellen (ATCC Nr. TIB6) transfiziert. Transfektanten wurden durch Zugabe 
von 5 ug/mi Mycophenolsaure und 250 ug/ml Xanthin (Traunecker et al., Eur. J. Immunol. 16 , 851-854 
[1986D in das Grundmedium (Dulbecco's modifiziertes Eagle's Medium. 10% f Stales KSIberserum, 5 x 
10~*M 2-Mercaptoethanol) selektioniert Das von den transfizierten Zellen sekreb'erte Expressionsprodukt 
konnte mittels Oblicher Methoden der Proteinchemie, z.B. TNF-BP-Antik6rper-Affinrtatschromatographie ( 

to gereinigt werden. Falls nicht bereits spezifisch angegeben, wurden zur Kuttivierung der verwendeten 
Zeltlinien. 2um KJonleren, Selektionieren bzw. zur Expansion der klonierten Zellen Standardverfahren, wie 
Z.B. von Freshney, R.I. in "Culture of Animal Cells", Alan R. Liss, Inc., New York (1983) beschrieben, 
verwendet 
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Anspruche 

40 

1. Nichtlosliche Proteine und ISsliche Oder nichtiosliche Fragmente davon. die TNF binden, in homogener 
Form, sowie deren phystologisch vertrSgliche Salze. 

2. Verbindungen gemass Anspruch 1. die durch Molekulargewichte gemass SDS-PAGE unter nichtreduzie- 
rendeh Bedingungen von ertwa 55 kD und 75 kD charakterisiert sind. 

45 Z. Verbindungen gemSss einem der Ansprbche 1 und 2. die wenigstens eine der folgenden AminosSurese- 
quenzen enthalten: 

LeuAtel-Pro-His-Uu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp-Se^ 
Ser-lle; 

Ser-Thr-pro-Glu-Lys-Glu-Gly-Glu-Leu-GIu-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys; 
so Uu-Pro-Ala-Gln-Val-Ala-Phe-X-Pro-Tyr-Ala-Pro-Glu-Pro-Gly-Ser-Thr-Cys; 
lle-X-Pro-Gly-Phe-Gly-Val-AIa-Tyr-Pro-Ala-Leu-Giu: 
Ser^ln-Leu-Glu-Thr-Pro-Glu-Thr-Leu-Leu-Gly-Ser-Thr-Glu-Glu-Lys-Pro-Leu; 
Val-Phe-Cys-Thr; 

Asn-GIn-Pro-GIn-AIa-Pro-Gly-Val-Glu-Ala-Ser-Gly-Ala-GlyGlu-Ala; 
55 Leu-Cys-Ala-Pro; 

Val-Pro-His-Leu-Pro- Ala-Asp; 
GIy-Ser-Gln-Gly-Pro-Glu-Gtn-Gln-X-X-Leu-lle-X-A!a-Pro 
wobei X fur einen nicht bestimmten AminosSurerest steht. 



19 



EP 0 417 563 A2 



4. DNA-Sequenzen. die fOr nlchtlSsliche Proteine oder ISsliche wie nichtl5sliche Fragmente davon, die TNF 
binden, kodieren, wobei solche DNA-Sequenzen aus den folgenden auswShlbar sind: 

(a) DNA-Sequenzen. wie sie in Figur 1 Oder Figur 4 dargestellt sind, wie deren komplementSren Strange, 
Oder solche, die diese Sequenzen umfassen; 
5 (b) DNA-Sequenzen, die mft wie unter (a) definierten Sequenzen Oder Fragmenten davon hybridisieren; 
(c) DNA-Sequenzen, die auf Grund der Entartung des genetischen Codes nicht mit Sequenzen, wie unter 
(a} und (b) definierte hybridisieren, aber die fGr Polypeptide mtt genau gleicher AminosSuresequenz 
kodieren. 

5. DNA-Sequenzen gemass Anspruch 4, die eine Kombination aus zwei Tell-DNA-Sequenzen umfassen, 
to wobei die eine Teilsequenz fGr I6sliche Fragmente von nlchtlSsHchen Protelnen, die TNF binden kodiert 

und die andere Teil-Sequenz, fOr alle DomSnen ausser der ersten DomSne der konstanten Region der 
schweren Kette von humanen tmmunglobulinen, wie IgG, IgA, IgM bzw. IgE, kodiert 

6. DNA-Sequenzen gemSss Anspruch 5, wobei besagte humane Immunglobuline IgM bzw. solche der 
Klasse IgG sind; 

ts 7. DNA-Sequenzen gemSss Anspruch 6, wobei besagte humane Immunglobuline solche vom Typ Igl bzw. 
Ig3 sind. 

4 8. Von DNA-Sequenzen gemSss einem der AnsprQche 4-7 kodierte rekombinante Proteine, wie allelische 
Varianten, oder Deletions-, Substitutions- Oder Additionsanaloge davon. 

9. Vektoren. die DNA-Sequenzen gemSss einem der AnsprQche 4-7 enthalten und zur Expression der von 
20 diesen DNA-Sequenzen kodierte n Proteinen in prokaryotischen- wie eukaryotischen Wirtssystemen geeig- 

net sind. 

10. Prokaryotische- wie eukaryotische Wirtssystemen die mit einem Vektor gemass Anspruch 9 transfor- 
miert worden sind. 

11. Wirtssysteme gemass Anspruch 10, wobei dfese SSuger- oder Insektenzellen sind. 

zs 12. Geg^n eine Verbindung gemSss einem der AnsprQche 1-3 oder 8 gerichtete AntikSrper. 

13. Ein Verfahren zur Isoiierung einer Verbindung gemSss einem der AnsprQche 1-3, dadurch gekennzeich- 
net, dass man im wesentlichen die folgenden Reinigungsschritte nacheinander ausfUhrt Herstellung eines 
Zeliextraktes, Immunaffinitatschrornatographie und/oder ein- oder mehrfache Ugandenaffinitatschromatogra- 
phie, HPLC und praparative SDS-PAGE und falls gewOnschte die so isolierten Verbindungen chemisch oder 

30 enzymatisch spaltet und/oder in geeignete Salze Qberfuhrt. 

14. Ein Verfahren zur Herstellung einer Verbindung gemass Anspruch 8, das dadurch gekennzeichnet ist, 
dass man ein wie in Anspruch 10 oder 11 beanspruchtes transformiertes Wirtssystem in einem geeigneten 
Medium kuitiviert und aus dem Wirtssystem selbst oder dem Medium solche Verbindungen. isoliert. 

15. Pharmazeutische Praparate. dadurch gekennzeichnet, dass sie eine oder mehrere Verbindung(en) 
35 gemass einem der AnsprQche 1-3 oder 8, gewOnschtenfalls in Kombination mit weiteren pharmazeutisch 

wirksamen Subtanzen und/oder nicht-toxischen, inerten. therapeutisch vertraglichen Tragermaterialien ent- 
halten. 

16. Pharmazeutische PrSparate zur Behandlung von Krankheiten, bei denen TNF involviert ist, wobei solche 
Praparate dadurch gekennzeichnet sind, dass sie eine oder mehrere Verbindung(en) gemSss einem der 

40 AnsprQche 1-3 oder 8. gewQnschtenfalls in Kombination mit weiteren Pharmazeutisch wirksamen Subtanzen 
und/oder nicht-toxischen, inerten, therapeutisch vertraglichen Tragermaterialien enthalten. 

17. Verwendung einer Verbindung gemSss einem der AnsprQche 1-3 oder 8 zur Behandlung von Krankhei- 
ten. ! 

18. Verwendung einer Verbindung gemSss ejnem, der AnsprQche. 1,-3 Oder 8 zur Behandlung yon IJrankheir 
4? ten, bei'deneK TtiFlnvbivierf is£ 

19. Ene wie in einem der AnsprOche 1-3 Oder 8 beanspruchte Verbindung wann immer sie nach einem wie 
in Anspruch 13 oder 14 beanspruchten Verfahren hergestellt worden ist 
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Figur 1 



-185 G^TTCGGGGGGGTTCAAGATCACTGGGACCAGGCCGTGATCTCTATGCCCGAGTCTCAA 
-125 CCCTCAACTGTCAOICCTAGGCACTTGGGACGTCCTGGACAGACCGAGTCCCGGGAAGCC 
-65 CCAGCACTGCCGCTGCCACACTGCCCT^ 

**28 • * • . • « 

-3 0 MetGlyl^uSerThrValProAspLeuLeuLeuPr oLeuValLeuLeuGluLeu 

-5 1OTGGCATGGGCCTCTCCACCGTGCCTGACCTGCTGCTGCCGCTGGTGCTCCTGGAGCTG 

• • • ^1 * • * 
-10 LeuValGlylleTyrProSerGlyVallleGlyLeuValProHisLeuGlyAspArgGlu 

55 TTGGTGGGAATAT^CCCTCAGGGGTT&TTGGACTGGTCCCTCACCTAGGGGACAGGGAG 

, *** • 

TO' LysArgA^SerVallCysPrbGlnG^ 
115 AAGAGAGATAGTGTGTGTCCCCAAGGMAATATATCCACCCTCaAAATAATTCGATTTGC 

• • • • • • 

3 0 Cy sThrLysCysHisLysGlyThrTyrLeuTyrAsnAspCy sProGlyProGlyGlnAsp 
175 TGTACCAAGTGCCACAAAGGAACCTACTTGTACAATGACTGTCCAGGCCCGGGGCAGGAT 

50 ThrAspCysArgGluCysGluSerGlySerPheThrAlaSerGluAsnHisLeuArgHls 
235 ACGGACTGCAGGGAGTGTGAGAGCGGCTCCTTCACCGCTTCAGAAAACCACCTCAGACAC 

70 CysI^uSerCysSerLysCysArgLysGluMetGlyGlnValGluIleSerSerCysThr 
295 TGCCTCAGCTGCTCCAAATGCCGAA^^ 

%L • • • • • * 

9 0 ValAspArgAspThrValCysGlyCysArgLysAsnGlnTyrArgHisTy rTrpSerGlu 
355 GTGGACCGGGACACCGTGTGTGGCTGCAGGftAGAACCAGTACCGGCATTATTGGA 

*** *** 

• • • • • 

110 AsnLeuPheGlnCysPheAsnCysSerLeuCysLeuAsnGlyThrValHisLeuSerCys 

415 AACCTTTTCCAGTGCTTCAATTGCAGCCTCrGCCTCAAT 

130 GlnGluLysGlnAsnThrValCysThrCysHisAlaGlyPhePheLeiiArgGluAsnGlu 

475 CAGGAGAAACAGAACACCGTGTGCACCTGCCATGCAGGTTTC^ 

• • • • • • 

150 CysValSerCysSerAsnCysLysLysSerLeuGluCysThrLysLeuCysLeuProGln 
535 TGTGTCTCCTGTAGTAACTGTAAGAAAAGCC7GGAGTGCACGAAGTTGTGCCTACCCCAG 

170 IleGluAsnValLvsGlvThrgliiAfipSP^ClyThrThr Va 1 T-PnT.AnPrnT.AnVa 1 Tl a 
595 ATTGAGAATGTTAAGGGCACTGAGGACTCAGGCACCACAGTGCTGTTGCCCCTGGTCATT 

• ••••• 

190 PbgPhftrMyLPiiPysT^nLpnS^^ 

655 TTCTTTGGTCTTTGCCTTTTATCCCTCCT^ 

: • • « • m • 

210 r TrpLysSerLysLeuTyrSerlleVaaeysGlyLysSerThrProGluLysGluGlyGlu 
715 TGGAAGTCCAAGCTCTACTCCATTGTTT 

*** 

• ••••• 
230 LeuGluGlyThrThrThrLysProLeuAlaProAsnProSerPheSerProThrProGly 
775 CTTGAAGGAACTACTACTAAGCCCCTGGCCCCAAACCCAAGCTTQ^GTCCCACTCQ^GGC 

• ••••• 

250 PheThrProThrLeuGlyPheSerProValProSerSerThrPheThrSerSerSerThr 
8 35 TTCACCOrACCCTGGGCTTCAGTCC^ 

• ••••• 
270 TyrThrProGlyAspCysProAsnPheAlaAlaProArgArgGluValAlaProProTyr 
895 TATACCCCCGGTGACTGTCCCAACTTTGCGGCTCCCmaGW 

• • • • • • 
290 GLnGlyAlaAspProIleLeuAlaThtAlaLeuAlaSerAspProIleProAsnProLeu 
955 CaGGGGGCTGACCCC^TCCTTGCG^^ 
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Fiour 1 (Forts.) 



• • * * " 

310 GlnLvsTrpGluAspSerAlaHisLysProGlnSerLeuAspThrAspAspProAlaThr 
1015 CAGAAGTGGGWSGJ^GC^ 

330 i^uTyiAlaValValGluAsnValProProLeuArgTrpLysGliJPheValArgArgLeu 
1075 CTCTACGCCGTGGTGGRG^^ 

350 Glyl^uSer^HisGlulieAspArgl^i^luLeuGlri^nGlyArgCysI^uArgGlu 
1135 GGGCTGAGCGACCACGAGATCGATCGGCTGGAGCTGC^ 

* • • 

370 AlaGlnTyrSerMetl^uMaThrTrpArgArgArgThrProArgArgGluMaT^I^ 
1195 > GCGCAATACAGCATGCTGGO^CTGGAGGCGGC^^ 

• • * * 

390 GluI^uI^uGlyArgValLeuArgAspMetAspLeuLeuGlyCysLeuGluAsplleGlu 
1255 GAGCTGCTGGGACGCGTGCTCCGCGACATGGACCTGCTGGGCTGCCTGGAGGACATCGAG 

410 GluAlaLeuCysGlyProAlaAlaLeuProProAlaProSerLeuLeuArg 

1315 GAGGCGCTTTGCGGCCCCGCCGCCCTCCCGCCCGCGCCa^TCTTCTCAGATGAG^TGt 

1375 GCCCCTGCGGGCAGCTCTAAGGACCGTCCTGCGAGATCGCCTTCCAACCCCACTTTTTTC 

1435 TGGAAAGGAGGGGTCCTGCAGGGGCAAGCAGGAGCTAGCAGCCGCCTACTTGGTGCTA^ 

1495 CCCTCGAIGTACATAGCTTTTCTCAGCTGCCTGCGCGCCGCCGACMTCAGCGCTGTGCG 

1555 OGCGGAGAGAGGTGCGCCGTGGGCTCAAGAGCCTGAGTGGGTGGTTTGCGAGGATGAGGG 

1615 ACGCTATGCCTCATGCCCGTTTTGGGTGTCCTCACCAGCAAGGCT^ 

1675 GTTCGTCCCTGAGCCTTTTTCACAGTGCATAAGCAGTTTTTTTTGTTTTTGTTTTGTTTT 

1735 GTTTTGTTTTTAAATCAATCATGTTACACTAATAGAAACTTGGCACTCCTGTGCCCrCTG 

1795 CCTGGACAAGCACATAGCAAGCTGAACTGTCCTAAGGCAGGGGCGAGCACGGAACAATGG 

1B55 GGCCTTCAGCTGGAGCTGTGGACTTTTGTACATACACTAAAATTCTGAAGTTAAAAAAAA 

1915 AACCGGAATTC 



! 
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Fiqur 2A 




TNF-Konzentration (nM) 
Figur 2B 



■ Ttansfektant KD 0.49 nM 




Bindung/Zelle 
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Fiqur 5 
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1 SerfiapSerUa I Cy aflapSenCyaG I uRapSerThrTyrThrG I nLeuTppflanTppUa I 
1 TCGGRCTCCGTGTGTGflCTCCTGTGRGGflCflGCRCflTRCflCCCflGCTCTGGflfiCTGGGTT 

' • • • • . 

21 PpoG I uCysLeuSerCyaG I ySepflpgCysSepSepflapG InUaiGI uThrG I nfl I oCys 
61 CCCGflGTGCTTGflGCTGTGCCTCCCGCTGTflGCTCTGflCCRGGTGGflflflCTCRflGCCTGC 

• • • t < • 

41 ThrflpgG I uG 1 nflanflrg 1 1 eCyaThpCyaflpgPpoG I yTppTypCyafl I aLeuSepLya 
121 RCTCGGGflflCflGflflCCGCflTCTGCflCCTGCRGGCCCGGCTGGTfiCTGCGCGCTGfiGCflflG 

• • • • • * • 

61 G I nG 1 uG I yCyaflpgleuCyafl I aPpoleuPpoLyaCyaflpgPpoG I yPheG I yUa I fl I a 
181 CflGGflGGGGTGCCGGCTGTGCGCGCCGCTGCCGnflGTGCCGCCCGGGCTTCGGCGTG5.CC 

• • • t • • 

81 flpgPpoG I yThpG I uThpSepflspUa I Ua I CyaLyaPpoCyafl I oPpoG I yThpPheSep 
241 RGRCCRGGflRCTGRflRCRTCRGRCGTGGTGTGCRRGCCCTGTGCCCCGGGGRCGTTCTCC 

• • • t ♦ • 

101 AartThpThpSepSepThpflspl leCyaflpgPpoHlsGlnl leCyaflanUalUalfllal le 
301 RRCflCGflCTTCRTCCflCGGflTfiTTTGCflGGCCCCflCCflGflTCTGTRRCGTGGTGGCCRTC 

• • • • • « 

1 21 PpoG I yflanfl I aSepflpgflspfl I aUa I CyaThpSepThpSepPpoThpflpgSepfletfll a 
361 CCTGGGRRTGCRRGCRGGGRTGCRGTCTGCflCGTCCflCGTCCCCCRCCCGGRGTRTGGCC 

• • # • « t 

1 41 PpoG lyfllallalHI sLeuPpoG I nPpoUa I SepThpflpgSerG I nH laThpG I nPpoSep 
421 CCflGGGGCRGTflCflCTTRCCCCflGCCflGTGTCCflCflCGflTCCCRRCRCflCGCRGCCflflGT 

* * • • • • * 

161 PpoGluPpoSepThpfllaPpoSepThpSepPheLeuLeuPpotletGlyPpoSepppoPpo 
461 CCRGflflCCCRGCRCTGCTCCflflGCflCCTCCTTCCTGCTCCCflflTGGGCCCCflGCCCCCCfl 

• • • • • ♦ 

181 flloGluGI ySepThpG I yflapPhefl I aleuPpoUa I G I yLeu I leUalGlyUai Thpfl I a 
541 GCTGflflGGGflGCflCTGGCGflCTTCGCTCTTCCRGTTGGflCTGRTTGTGGGTGTGRCflGCC 

f * « • • • • 

201 LeuG I yleuLeu 1 1 e 1 1 eG I yUa I Ua I flsnCysUa 1 1 1 eHelThrG 1 nUa I LysLysLys 

601 



221 PpoLeuCyaLeuG I nflpgG I uR I aLysUa I PpoH I aleuppofl I aRapLy afl I aflpgG I y 
661 CCCTTGTGCCTGCRGRGRGfiRGCCflflGGTGCCTCflCTTGCCTGCCGRTflRGGCCCGGGGT 

• • • • t • 

24 1 ThpG I nG I yPpoG luGlnGlnH I aLeuLeu 1 1 eThpfl I cPpoSepSepSepSepSepSep 
721 RCflCflGGGCCCCGflGCflGCflGCRCCTGCTGRTCflCflGCGCCGflGCTCCflGCRGCflGCTCC 

' • • . • • 

26 1 LeuG I uSepSepfl I aSepR I aLeufiapflpgflpgR I aPpoThpflpgfisnG 1 nPpoG Inflla 
781 CTGGflGRGCTCGGCCRGTGCGTTGGflCflGRRGGGCGCCCRCTCGGfiRCCRGCCflCRGGCfl 
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Figur 4 ( Fortsetzung ) 



20 1 ProG I yUo I G I ufl I oSerG I yfllaGi yGIufll aflrgfl I oSerThrG I y SerSerfl I aflap 

84 t CCRGGCGTGGRGCCCflGTGGGGCCGGGGfiGGCCCGGGCCflGCflCCGGGRGCTCRGCRGflT 

• • ( • • * 
30 1 SerSerPr oG lyGlyHlsGI yThrG I nUa i flsnUa I ThrCys I leUai flsnUa I CysSer 
901 TCTTCCCCTGGTGCCCflTGGGflCCCflGGTCflfiTGTCflCCTGCflTCCTGflflCGTCTCTflGC 

321 SerSerflspH i sSerSerG I nCyaSerSerG I nfl I aSerSerThrfletG I yflapThrflsp 

961 flGCTCTGflCCflCHGCTCflCflGTGCTCCTCCCflflGCCRGCTCCflCRHTGGGflGflCflCftGflT 

• t • • • * 
341 SerSerProSerGIuSerfpoLyaflapGIuGlnUalProPheSerLyaGluGIuCyafllja 

1021 TCCHGCCCCTCGGRGTCCCCGRRGGflCGflGCflGGTCCCCTTCTCCRRGGRGGflflTGTGCC 

• • * * * • 
361 PheflrgSerG I nLeuG 1 uThrProG I uThrLeuLeuG I ySerThrG I uG I uLysProLeu 

1081 TTTCGGTCRCflGCTGGRGflCGCCflGRGfiCCCTGCTGGGGRGCRCCGRRGRGRRGCCCCTG 

• • • • • • 

381 ProLeuG I yUa i Proflspfl I aG lyfletLysProSer 

1111 CCCCTTGGflGTGCCTGflTGCTGGGflTGfiflGCCCRGTTflflCCflGGCCGGTGTGGGCTGTOT 

1 20 1 CGTflGCCRRGGTGGCTGRGCCCTGGCRGGfiTGflCCCTGCGflRGGGGCCCTGGTCCTTCCfl 

1261 GGCCCCCnCCflCTRGGRCTCTGflGGCTCTTTCTGGGCCflRGTTCCTCTflGTGCCCTCCflC 

1321 flGCCGCRGCCTCCCTCTGflCCTGCflGGCCRRGflGCflGRGGCRGCGflGTTGTGGRflRGCCT 

1381 CTGCTGCCRTGGCGTGTCCCTCTCGGRRGGCTGGCTGGGCRTGGRCGTTCGGGGCflTGCT 

1441 GGGGCRRGTCCCTGRGTCTCTGTGflCCTGCCCCGCCCflGCTGCflCCTGCCflGCCTGGCTT 

1 501 CTGGRGCCCTTGGGTTTTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCTCCCCCTGGGC 

1S61 TCTGCCCRGCTCTGGCTTCCflGflflflRCCCCRGCflTCCTTTTCTGCflGRGGGGCTTTCTGG 

1621 AGflGGRGGGRTGCTGCCTGRGTCRCCCflTGRflGRCflGGRCflGTGCTTCflGCCTGRGGCTG 

1681 RGRCTGCGGGRTGGTCCTGGGGCTCTGTGCRGGGRGGRGGTGGCRGCCCTGTflGGGRRCG 

1741 GGGTCCTTCflflGTTRGCTCRGGflGGCTTGGflflRGCRTCflCCTCRGGCCflGGTGCflGTGGC 

1601 TCRCGCCTRTGRTCCCRGCnCTTTGGGRGGCTGRGGCGGGTGGRTCflCCTGRGGTTflGGfl 

1861 GTTCGRGflCCflGCCTGGCCflRCflTGGTRRflfiCCCCflTCTCTRCTRRflflflTRCflGRflflTTR 

1921 GCCGGGCGTGGTGGCGGGCflCCTRTflGTCCCflGCTRCTCflGRflGCCTGflGGCTGGGflRflT 

1A8J, CGJTTGflRCCCGGGRflGCGGflGGTTGCRGGGflGCCGflGflTCRCGCCflCTG.CflCTCCflGClC 

2041 fGG'GtG'flCR^ 

2101 RRCTTGTCCTTTTGTRCCflTGGTGTGflRRGTCftGRTGCCCflGflGGGCCCflGGCfiGGCCHC 

2161 CflTRTTCRGTGCTGTGGCCTGGGCflflGRTRflCGCflCTTCTflflCTflGRflflTCTGCCflflTTT 

2221 TTTRRflRflfiGTflflGTRCCRCTCRGGCCRRCflflGCCRRCGflCflflRGCCflflflCTCTGCCflGC 

2281 CflCflTCCRRCCCCCCRCCTGCCRTTTGCRCCCTCCGCCTTCRCTCCGGTGTGCCTGCRG 
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